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RESOLUTIONS DU SYMPOSIUM INTERNATIONAL 
SUR LES LIMITES TOLERABLES DES 
SUBSTANCES TOXIQUES DANS L’INDUSTRIE 


Prague, 14-17 Avril 1959 


1. PRINCIPES GENERAUX CONCERNANT LES 


CONCENTRATIONS MAXIMALES TOLERABLES DES 
SUBSTANCES TOXIQUES DANS LES ATMOSPHERES 
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THE INVESTIGATION OF PRESENT-DAY 
DEFINITIONS AND CONCEPTS OF MAXIMUM 
ALLOWABLE CONCENTRATIONS IN 
NORTH AMERICA 


W. L. Batt 
| Assessment Unit, Occupational Health Di 


Department of National Health and Welfare, Ottawa, Canada 


SIGNIFICANCE OF IMPURITY IN TECHNICAL INDUSTRIAL 
PRODUCTS 

While the effect of added or remaining impurity is to decrease the toxicity 

of technical formulations when the impurity is of lower toxicity, the work of 

the author and co-workers! on aldrin and dieldrin and of Ingles? on chlordane, 

for example, demonstrated that the presence of process by-products in 


tec! nit al 


preparations of these insecticides greatly increased their toxicity. 
Subsequent investigation showed these impurities to be many times as toxi 
as the pure ( ompound., 

Che synergistic action of certain non-toxic additives must be considered, 

., piperony! butoxide on pyrethrin. 

In America, technical products are tested even when the toxicity of the 


principal active ingredient is known. 


TIME OF EXPOSURE 
Chis is understood to mean duration of exposure. Maximum allowable 
concentrations (M.A.C.’s) area produc t of concentration, toxicity and length 
of exposure In America the latter is realistically set as an 8-hour day and a 
5-day week The M.A.C, must be low enough to prevent any observable 


ill effect. 


MEDIUM OR TEMPORARILY INCREASED CONCENTRATION 
\ medium increase in concentration may be tolerated for a short time in 
the case of low and medium toxicity compounds, provided it does not cause 
the average to exceed the M.A.C. 
Che probable effect of short peak exposures is estimated from a knowledge 


of toxicity. If the process is one which emits irregular levels of toxicant, 


several samplings spaced through the working day may be required. 


TOXIC EFFECT CAUSED BY DISCOMFORT 
Discomfort places a stress on the body and will increase susceptibility to 
the poison in question or, indeed, to any other poison. M.A.C.’s are based 


on discomfort only when this occurs below the toxic level. 
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BALI 
usually below those based on toxicity, 


cccurs at low concentration. 


ACUTE EFFECT, CHRONIC EFFECTS AND ACCUMULATIVE 
EFFECTS 


PHYSICAL STRAIN 


VM.A.C. IN SIMULTANEOUS OCCURRENCE OF SEVERAL 
rOXIC SUBSTANCES 


M.A.«C 


EXTENT TO WHICH IT IS NECESSARY TO CONSIDER 
INDIVIDUAL SENSIBILITY OF PEOPLE WHEN 
DETERMINING M.A.C. 





DEFINITIONS AND CONCEPTS OF M.A.C.’s IN N. AMERICA 


Certain exposures render people allergic to other things. Generally, 


however, the working population is more homogeneous and healthy than 
average. 
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APPENDIX A 
M.A.C. calculations for mixtures 


Calculation of the M.A.C. of a mixture of two or more substances which 
exercise similar joint action if the individual M.A.C.’s and the relative 
concentrations of the ingredients are known can be 


made as follows 
Assume that a known mixture of 


substances is released into a working 
atmosphere 


Let A, B, ¢ 


In which they 


\ represent the substances and a, 4, « n the percentages 


“ were present in the original mixture. 
Chen, as the M.A.C. is a reciprocal 


, high values representing low 
calculation applies 


toxicity, 


M.A.( 


mixture 


1008 1 OOK »/ LOON 


obscure. 


| x ample 


100 and a 
200 b 
st) 


in the equation gives: 


M.A.C. of 


mixture 


APPENDIX B 


M.A.C. calculation for mixture based on the fraction or percentage 
of M.A.C. in which ingredients are present 


times important to be able to estimate how much of two or more 
be permitted together in a working atmosphere. 
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M.A.C. calculation for a mixture when synergism is present 
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LES ORIENTATIONS PREDOMINANTES EN 
ITALIE, EN MATIERE DE CONCENTRATIONS 
MAXIMALES TOLERABLES POUR LES TOXIQUES 
INDUSTRIELLES 


PARMEGGIANI 


Vilano, Ita 


* ces derni¢res années, les médecins du travail italiens 
intéressés au probléme des concentrations maxima tolérables de 
dans l'industrie (M.A.C.), et y ont apporté certaines contributions, d 
liste se trouve dans la bibliographie ci-jointe. Ces contributions concernent 
pour la plupart, des problémes particuliers: méthodes d’analyse des toxique 
industriels dans les milieux de travail et les matériaux biologiques, des 
évaluations d'orientation des M.A.C. pour des productions déterminées 
etc. Le concept de M.A.C. n’a jamais été envisagé d’une facon explicite ni 
défini par un collége. C’est pour cette raison que, désirant établir quelles en 
sont les orientations prédominantes en Italie, }) al sourTmuS un questionnall 
sur la définition de M.A.C. aux directeurs d’instituts universitaires, d’o 
ismes de prevoyance et de surveillance et de servic Sanitaires 
pilus parti ullecrement interesses. Les opinions les | Tnihicatives tr 


dans les réponses a ce questionnaire sont exposées is le present rappo! 


S’inspirant de celle qul avait ete suggerec mn ivoo pal la “ Americal 
Conference of Governmental! Industrial Hygienists ’’, la définition suivante 


de M.A.( a ete acceptee la plus forte concentration moye! 
substance contenue dans l’atmosphéere du milieu de travail qu 
absorbée sans dommage pour la santé de celui qui travaille huit he 
your ouvrable, six jours par semaine, au cours de toute une vie de 
On entend “ dommage pour la santé ” en tant que référence pre 
nocivité de la substance, c’est-a-dire dans le cadre d’une action toxique ou 
cancérogeéne ou irritante ou asphyxiante: en effet, la nocivité est un élément 
objectif reproduisable et scientifiquement fond Le trouble 
individeul causé, par exemple, par une odeur ou une saveur désagréab 
n'est pas admis dans |’évaluation de M.A.C. a moins qu’il ne puisse étre 


‘expression de la nocivité; dans ce cas la démonstration de |’existence de 


, 


troubles subjectits dans le cadre des valeurs des M.A.C. est tolérée a conditio 
qu ils ne concernent qu'un pourcentage modeste de cas En outre, il doit 
étre entendu que les troubles subjectifs qui ont éventuellement 
apparition dans le cadre des M.A.C. ne continuent pas au dela de I’h 

de travail Les cas de sensibilisation sporadique ne peuvent pas étr 

en considération pour |’évaluation des M.A.C. qui ne sont cependant pas 
compatibles avec l’apparition d’un état de sensibilisation chez un haut 


pourcentage de travailleurs. 


‘ 
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BETRACHTUNG ZUM PROBLEM DER 
**GRENZWERTE ’’ UND DER 
GEWERBEHYGIENISCHEN ARBEIT 
K. WULFERT 


Institutt, Bral 


Die wirkungsvolle Bekampfung bzw. die vollige Beherrschung 
Chemikalien (im weitesten Verstand dieses Begriffes) méglichen Gefahren 
und Gesundheitsschaden an einem Arbeitsplatz ist an folgende Vorauss« 

ungen gekniipft 
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DIE ARBEITSHYGIENISCHEN NORMEN IN DER 
DEUTSCHEN DEMOKRATISCHEN REPUBLIK 


\. BRANDT 


De ul h De mokralis Ret 1011+ 


Die Frage der arbeitshygienischen Normen ist in Deutschland vor 1945 
von dem damaligen gewerbearztlichen Dienst kaum bearbeitet worden 
Das hatte seinen guten Grund darin, dass die Gewerbearzte zunachst bemiiht 
waren, die eigentlichen speziellen Berufsschadigungen, also die Berufs- 
krankheiten, zu erforschen und hierfiir die medizinischen Unterlagen zu 
schaffen und die gesetzlichen Folgerungen durchzusetzen. Nach 1945 wurde 
die Frage jedoch in der Deutschen Demokratischen Republik verschiedent- 
lich erértert und aufgegriflen, besonders auch deswegen, weil in den Volks- 
demokratien arbeitshygienische Normen eifrig diskutiert und allmahlich in 
die Praxis eingefiihrt wurden. Es war deshalb selbstverstandlich, dass 
auch in der Deutschen Demokratischen Republik die Arbeitshygieniker z1 


dieser Frage Stellung nehmen mussten Hinzu kam, dass in der Betriebs- 


praxis die Forderung nach arbeitshygienischen Normen immer mehr 


erhoben wurde. Ins besondere wurde von technischer Seite immer wiede1 
die Frage nach arbeitshygienischen Werten fiir Gase, Dampfe, Staube, Larm 


und dergl. an die Arbeitshygieniker gestellt: fiir Neubauten von Betriebe1 


z.B. wurden Zahlenwerte arbeitshygienischer Normen gebraucht. 

Das Institut fiir Arbeitshygiene der Akademie fiir Sozialhygiene, Arbeits- 
hygiene und Arztliche Fortbildung in Berlin wurde demgemass iiber da 
Ministerium fiir Gesundheitswesen vom Miuinisterrat beauftragt, arbeits- 
hygienische Normen aus zuarbeiten und der Betriebspraxis zur Verfiigung 
zu stellen. Das ist nach langwierigen Untersuchungen, Diskussionen und 
Verhandlungen geschehen Entsprechende Werte sind jetzt 
und in der Zeitschrift Das Deut lheitswesen verOflentlicht 
Bevor auf diese eingegangen wird, gestatten Sie mir, unsere grundsAatzlic] 
Stellungnahme zur Frage der Normen kurz darzulegen 

bei uns die Auflassung, dass fiir den Erlass derartiger Normen- 

re grundsatzliche V oraussetzungen gegeben sein miissen, und zwat! 

die bei uns bestehenden Arbeitsverhaltnisse und -bedingungen 

len Betrieben sind noch nicht geniigend wissenschaftliche Grundlage 
vorhanden, als dass man derartige Werte ohne weiteres als verbindliche 

esetzliche Normen einfiihren kénnte. Aus diesem Grunde sollen die Werte 

der arbeitshygienischen Normzahlen zunachst als Richtwerte gegeben sein, an 

die man sich selbstverstandlich sowol 1 der Betriebspraxis wie bei det 
ing von neuen Betriebsteilen oder ganzen Betriebsstatten halten muss 

RK htzahlen sind nocn nicht absolut feststehend., sondern sie 


st als Arbeitsgrundlage dienen Man soll in den nachsten 


ihnen verfahren; sie sind jedoch nach etwa 2-3 Jahren 


iltig nachzupriifen. Die Hohe der Werte im einzelnen ist kritisch zu 
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THE EFFECT OF INDIVIDUAL SENSITIVITY 
AND PHYSICAL EXERTION IN POISONING 
WITH SMALL DOSES OF TOXIC SUBSTANCES 


KALOYANOVA-SIMEONOVA 
Institut po ochrana na truda i professionalni zaboljavania, Sofia, Bulgaria 


lhe safety limits of the concentrations of toxic substances in industrial 
plant are considered essential and have already been introduced in our 
country. Maximum allowable concentrations (M.A.C.’s) have been estab- 


Nevertheless, 


lished for a large number of chemical substances 
incomplete agreement among our medical specialists in hygiene 
importance M.A.C.’s of chemical compounds in industrial air. Som« 
consider that M.A.C.’s are in fact an admission of our shortcomings in the 
face of the poisonous content of the atmosphere which is due to the backward 
state of the technology. 

As in many other countries, we define as the “‘ maximal allowable con- 
centration’ that concentration which does not cause even the slightest 
symptoms of poisoning as the result of daily work over the whole working life 
of aman. Such a concentration can be determined only if sufficient data 
are available on even the smallest changes in the organism caused by the 
substance in question. The effect of many possible synergistic and anta- 
gonistic factors must also be kept in mind. 

We consider that, in determining the allowable concentrations, individual 
sensitivities, and various factors which affect the resistance of the organism to 
these substances, must be taken into account. 

It is recognized in toxicology that different organisms react differently to 


poisonous substances. In our country, as elsewhere, workers who are in 


contact with such substances are given regular medical examination. In 


this way, those persons with a lowered resistance and those with pathologically 
changed organs can be eliminated. However, all persons are liable to periods 
of lowered resistance after operations, illnesses, overwork, eic., and this 
condition is often missed by the factory doctor. It is because of this that we 
consider that the personal, individual sensitivity, and all factors affecting the 
organism’s resistance, must be taken into account in defining the allowable 
concentrations. We shall now adduce some of our results in support of this. 

We noticed in our experiments with parathion on animals that there 
were striking differences between individuals. We therefore treated 
guinea pigs with single doses of LD,,./10 or LD,9/2. The activity of serum 
cholinesterase and the white cell blood count were used as indications. We 
found that at the low doses there were marked differences between indi- 
viduals; at the higher dose of LD,»/2, the reaction was the same for all 
individuals. The interesting fact was observed that, at both doses, the time 
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L’IMPORTANCE DE LA SENSIBILITE 
INDIVIDUELLE DANS L’APPRECIATION DES 
LIMITES TOLERABLES DES SUBSTANCES 
TOXIQUES DANS L’INDUSTRIE 


M. WaAsSERMANN, G, Minar, et G. BocEA 


Sectia Ivient Muncti, Institutul de Iovend 
Bucuresti, Romina 


Le probleme de la sensibilité individuelle de l’organisme pour les substances 
toxiques confronte lhygiéniste en trois circonstances 
|) dans la recherche toxicologique expérimentale sur l’animal ; 


au cours de l’examination de l'état de santé des travailleurs des 


sections dans lesquelles les concentrations des toxiques dans l’air sor 
dessous ou dans les limites tolérables (L.71 


}) dans l’interprétation de la morbidité des 
travailleurs sont exposés a des concentrations de 
dépassent les L.'1] 

| L’élément de base dans |’élaboration des L.T. étant exp rience sul 
l’animal, le chercheur a la possibilité de choisir des lots homogénes d’animaux. 
Pourtant, méme étant de la méme espéce, race, sexe, age, poids corporel 
provenant d'un seul éleveur, recevant la méme alimentation et conditions 


climatiques, les animaux sur lesquels on expérimente l’effet d’une certaine 


ibstance présentent une dispersion—en certaines limites ~ldes réactions 


Les recherches pharmacodynamiques pour la standardisation des médi 


ments ainsi que celles de toxicologie éxpérimentale contiennent a 
actuelle un riche matériel qui illustre l’existence de cette sensibilité indi- 
viduelle. Malgré les progrés faites jusqu’a présent dans le domaine de 
l’activité nerveuse supéricure, de l’endocrinologie et de la biologie, on n’a 
pas encore trouvé l’explication pour tous les cas de réaction différente pout 
certains facteurs du milieu. 

Ce fait ne diminue pas la valeur des méthodes biologiques, mais impose la 
recherche des causes de la variabilité de la réponse de l’organisme aux 
facteurs externes recherche d'une grande importance tant dans la toxicologi« 
que dans la pathologie générale o—ainsi que nous savons—ce n’est pas la 
question de la maladie, mais des malades qui présentent la maladie chacun 
dans leur maniére, justement a cause de cette sensibilité individuelle 
Parmi les méthodes expérimentales appliquées aux animaux dat 


ment des I | . la méthode avloviste des réflexes cond 


la plus n pou! décéler ae troubles produits pal les cone- 
entrations minimes *s toxiques dans l’air. Smeljansky a présenté! des 
données qui illustrent d'une maniére ¢loquente la supériorité de la méthode 
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EXPERIMENTAL METHODS USED AS A BASIS 
FOR DETERMINING MAXIMUM ALLOWABLE 
CONCENTRATIONS 
M. BARN! 


WR 


cerned with the definition or function of a maximum 

M.A.¢ or othe permitted level”’ of a toxi 

* all Instead, its purpose is to consider critically the experi- 
used to determine the eflects of inhaled materials upon 
Ihe literature selected for review is that of the experi- 

is referred to in the Hygiene Guides now appearing 

l ition (Quarterl) Data on 
provided and the M.A.C., is 
des these M.A.C.’s have been 


ell 


Data on mar 19 substances 
Data mm animais ipbstances 
Data on man and ubstances 


[ inimal data was used in 
sconsidered'. Insomecases,the M.A.( 
and bears no relation to the system 
cases there is a simple accurate clinical 
letermination of a metabolite in urine or enumeration of 
yl lt h has peen used to detect ¢ fle ts in exposed people 
and so to calculate a safe atmospheric level in working environments. 

In many inst there is a considerable amount of data on the atmo- 
spheric levels which do or do not aflect animals gether with some inform- 
ation on the eflects of the same substance on man. [his may do no more 
than ind ate that exposure to those levels which have been cal ulated to be 
afe for animals has not produced toxic effects in man. However, there 1s 
ome recent evidence that, he clinical examination of exposed workers 1s 
carried out more critically, then effects may be detected in people who have 
been exposed to atmospheric levels previously considered to be safe*’. 
If the animal experiments give a satisfactory picture of a minimal response 


at one dose and no response at a dose that 1s somewhat smaller, it 1s then 


simple to calculate the M.A.C, for the animals. The ** hygiene standard ”’ 


for exposed men can be set at some appropriate fraction of this level after 


ior suc h factors as the possible differences 1! sensitivity between 


als and man, variations in sensitivity among the human population 


und any other general factors which may be thought desirable. Clearly it is 
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EXPERIMENTAL METHODS FOR DETERMINING M.A.C.’s 


are already. Nevertheless there would appear to be some value in finding 
out whether the recovery of an animal exposed for a short time to a known 
toxic level is influenced by the fact that it remains in a lower and, by itself, 
an ineffective concentration as compared with the recuperative effect of a 
more permanent removal to fresh air. ‘The expression “‘ chronic toxicity 

comes more and more to imply the effect of small doses for very long time 
whereas a true chronic effect is one which persists after a single damaging 
dose from which recovery is incomplete. Little is known about the com- 
parative recuperative powers of damaged tissues in experimental animals 
as compared toman. ‘There is a suggestion that in the case of liver poisoning 
it is necessary to give repeated damaging doses before cirrhosis in the rat 
liver can be produced, whereas severe fibrosis after a single insult, such as a 
viral hepatitis, can occur in man. Similarly the lungs of the rat can recover 
remarkably well from a very damaging dose of nickel carbonyl*® though not, 
apparently, so well from hydrogen fluoride.*? Man, on the other hand, may 
apparently sufler permanent disability from one severe exposure to chlorine 
as in World War I. Concurrent infection may play a part in determining 
the difference in this response. At any rate it would be wise not to put too 
much weight on observations showing that chronic effects from single 


damaging doses of a substance did not develop in experimental animals. 


INFLUENCE OF THE EXPOSURE CHAMBERS 


Some, but not all, investigators have realized the need for having two sets 
of control animals. The first is kept in chambers identical with exposure 
chambers except that air only flows through them, while the second group 
of controls remains in cages in the Animal Rooms. There seems little doubt 
that the daily removal and incarceration of animals can affect their growth 
and well being, and it is important that this should be assessed in the experi- 
ments. 

Papers describing the repeated exposure of animals for 8 hours daily for 
many months frequently refer to deaths from lung infection and epidemics 
of pneumonia. Such occurrences are often dismissed as an unfortunate 
or inevitable complication of the experiment. There is not enough pub- 
lished information to indicate whether the keeping of two control groups as 
described above can throw more light on this problem. ‘Thus, unless care 
were taken, cross-infection in the Animal Room might result from the 
nightly re-introduction of the exposed groups. It seems very probable that 
repeated confinement in chambers may either raise the susceptibility of the 
animals to infection or increase the chances of an infection spreading from 
animal to animal. It might be worth further study to see whether the 
susceptibility of the animal to infection could be raised by exposure to the 
agent being examined. ‘Thus, changes in the secretion or composition of 
nasal and respiratory mucous, damage to bronchial cilia or injury to the cells 
lining the lung alveoli might readily increase the capacity of a micro- 
organism to invade or colonize the injured respiratory tract. Again, a 
decrease in the animal’s natural resistance might result from a liver injury 
not gross enough to be visible to the pathologist but perhaps subtle enough 


to interfere with, for example, gamma globulin formation. It might be 
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EXPERIMENTAL METHODS FOR DETERMINING M.A.C.’s 


The effect on growth is often only a temporary one, though the subsequent 
growth curve may appear seriously distorted if small changes occur early in 
life. ‘There is little to indicate whether this early effect represents a greater 
sensitivity of young animals, or perhaps a higher air intake in proportion to 
body size or whether the later recovery indicates adaptation to the toxic 
environment with a fuller development of detoxication mechanisms. A 
persistent effect on growth appears to be an indication of a major toxik 
effect. It would be interesting to know whether a failure of appetite and a 
lower food intake is a reflection of damage to the CNS, to the alimentary 
tract or to the large organs such as the liver. ‘Thus, in the case of the 
insecticide dieldrin, a dose of barbiturate will cause a poisoned dog rapidly 
to regain its appetite’, 
Liver weight 

Increase in relative liver weight is commonly used as a criterion of toxic 
response. ‘The histological features of this enlargement have not been very 
widely discussed but a more detailed account has been given in the case of 


+ The large liver can 


rats’ livers after the chlorinated hydrocarbon D.D.T.! 
be accounted for entirely on the basis of an enlargement of some of its 
constitutent cells, namely the centrilobular cells. There is no need to 
postulate cell multiplication to explain the gain in organ weight. The 
enlarged cells differ mainly in the distribution of their cytoplasmatic in- 
gredients indicated by the expression “ increased cytoplasmic oxyphilia 
with increased basophilia and margination of the cytoplasmic granulations ”’ 
[his suggests changes in the size and distribution of the mitochondria and 
modification of the microsomes and cell sap. Further speculation is un- 
desirable in the absence of more precise cytological examinations but this 
may represent a physiological response to demands for more detoxification as 
in the coupling of bromobenzene with amino acids or simple chemical 
degradation. It may reflect a toxic effect of the agent on liver cell mito- 
chondria such as has been described in the case of carbon tetrac hloride.!® 
While liver enlargement appears to be a response to an exposure to many 
toxic chemicals, particularly of the halogenated hydrocarbon group, the 
sensitivity of the response probably depends upon the nutritional state of the 
animal, the adequacy of the diet and other factors which would have to be 
carefully controlled before the best could be got from measuring this response. 
Kidney weight 

Less is known about the changes in kidney weight. In rats there may be 
striking alterations due solely to changes from a natural to a synthetic, 
though otherwise complete, diet'*. Where there is no histological damage 
indicating gross impairment of function it seems likely that kidney size 


changes affect the convoluted tubule cells and may again reflect alteration 


or adjustment in protein metabolism possibly necessitated by detoxication 


mechanisms removing selected amino-acids. 


Histological appearances 

Che limited value of detailed pathological accounts on the tissues of 
elderly rats has been fully discussed in another place’. Fortunately, as no 
one has yet suggested the need for a lifetime study, it is unusual for the 


101 





It is also true to 


Tit rographs 


I toxicity. 

y exposure 

rt p p.m 
severe damage 


iration of thei 
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information that was not given after even smaller doses by measurements of 


liver and kidney size Ihe main tests done have been liver lipids, blood 


phosphatase and blood urea, efc., and plasma prothrombin time. If more 
were known about the mechanism behind liver cell enlargement, it might be 
possible to devise more sensitive biochemical tests. For example the detoxi- 
cation mechanisms residing in the liver cell microsomes might be involved 
so that a liver function study based on other detoxication reactions might be 
of value An example of such a test is the measurement of sleeping times of 
rats after injection of a short acting barbiturate \mino-acid incorporation 
into protein is another important function of liver cell cytoplasm. ‘This 


might be affected by toxic solvents which produce liver cell enlargement 
4 | 


Metabolism 

Lhe determination of * excretion of the products of metabolism 
of a toxic substance is a well accepted method for detecting and estimating 
exposure Although such measurements give no direct evidence of actual 
toxic eflects they can furnish a much more accurate gauge ol exposure than 
that provided by the results of intermittent atmospheri sampling in the 

wk. One particular aspect of metabolism—the storage in fat 

may perhaps have received less attention than it deserves [his is well known 
for the chlorinated hydrocarbons like D.D.T. and has been demonstrated to be 
significant in the case of carbon tetrachloride™®. ‘Theability which asubstance 
possesses for | yming stored in fat may reflect its relative solubility in water 
and lipid and perhaps play a role in any toxic effects from prolonged repeated 


exposure here is not yet any evidence that the presence of a substance 


, 
| 
in the fat can cause toxic effects on the metabolism of the body lipids. 
Species sensitivity 
As 1 ther helds of t logy there is n reneral rule to guide the in- 
vestigator in the choice i | *s which will enable him to reproduce the 
effects in animals that have been, or might be, seen in man exposed to the 
( Rats, mice, guinea pigs, rabbits, cats, dogs and monkeys 


| 


study inhalation toxicity. Lhe guinea pig has a powerful 


respiratory passages, and spasm DY irritant materiais 

produced in this species than in others. Variations 

been recorded for several substances but again no 

seems to app! Ithough the classical work of Lehman and 

Fleury was carried out main! n Ci } ere now is a general tendency 
to conclude thi “act 1¢ rat will resemble that of man more 
closely than that of the guinea pig or rabbit Others consider that the most 
species should provide the guide for extrapolation of animal data 


his seems reasonable unless there is direct evidence of the effects 


ire or additional evidence which could explain the special 


y parti ular specie 


CONCLUSIONS 


Animal tests will it » to provide a basis for assessing the potential 
toxicity of a substance to which man is liable to be exposed [he size of 


any permissible concentration in the environment will, in the case of new 
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likely to arise from any accidental exposures. The longer the exposures are 
carried out under the usual experimental conditions so much the greater is the 
chance that adventitious infections may arise and confuse the observations. 

+t) Mortality, growth rate or body weight change, and relative weight of 
liver and kidney are essential first criteria of poisoning. Improvements 
might be made along the following lines depending on the nature of the 
most important site of action. 

a) In the lungs more attention should be paid to the earliest lung and 
respiratory tract lesions. Young animals exposed for 4-5 periods of 6-8 
hours should be used as a starting point. There is a need for more inform- 
ation on the microscopical changes which denote the minimum lung damage 
to irritant gases. ‘The possibility of reproducing the pathological changes 
simulating chronic bronchitis in man has not yet been adequately explored. 
Function studies, such as gas transfer, might be considered. An earlier 
reference was made to the possible role of respiratory tract irritants in 
awaking or enhancing the effects of pathogenic bacteria. Controlled 
infections must be used for the study of any such effects. This is a new field 
and its value or importance cannot be assessed. 

b) For those substances acting on the CNS, pathology and biochemistry 
seem to have little to offer as means of detecting minimal effects. ‘Tests of 
function—behaviour studies, efc.—appear likely to offer most help. Tests of 
this type have certainly found little place in American or British literature 
on toxicology. In one study, a revolving drum was used and disclosed that 
rats showed a much reduced activity after exposure to a concentration of 
dichlormethane that had no other obvious effect®®. Sluggishness was also 
noted as the only sign of poisoning at certain concentrations of hydrazine". 
Activity itself may increase susceptibility as in the case of ozone*® so that 
tests of behaviour must be designed to control such possibilities as this. 

c) For those materials damaging the liver and kidneys, organ weight 
changes, though apparently crude, have been shown to be as sensitive a 
method as can be suggested for detecting poisoning. Much more information 
is needed upon the mechanisms by which materials like the chlorinated 
hydrocarbons cause liver cell damage. Very little is known about the 
metabolism in the liver and it is possible their action is a direct one on the 
surface of liver cell mitochondria; cytology may be a help here. It seems 
reasonable to conclude that a dose of any substance that demands an increase 
in liver cell size to dispose of it safely is too large a dose to be permitted as 
a daily intake for man. It is perhaps important to stress that most of the 
work on liver size and liver cell changes has been done on rats, and it is 
known that in the case of D.D.T. at least, the rat is more sensitive to this type 
of reaction than the other common laboratory species. Kidney studies are 
scarcely more advanced. Some evidence on rats shows that the simple 


urinary concentration test is at least as sensitive an index of kidney damage 


16 


as the more complex glomerular filtration and tubular reabsorption tests 


Extrapolation from animal tests 
Che minimum lethal dose, the maximum non-fatal dose and the maximum 
dose without any adverse effects at all vary in relation to one another from 
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substance to substance. Similarly the effects of changes in duration of the 


exposure effect the slope of dose response curves of this kind.*” Thus a big 


difference between the non-effective dose and the lethal dose will indicate 
that the safe level for repeated exposure must be far removed from a toxic 
dose because of the risk of persistent tissue damage with long exposure. 
Where these doses all approximate this suggests rapid excretion or meta- 


bolization into harmless products Safety here may depend on the nature 


lesion produced by a toxic dose. If the substance acts primarily as 
narcotic it seems likely that the gross effects at any rate will be rapidly 
that habituation t ome extent will probably occur. In 

small changes in beha\ r may indicate obvious intoxication, 

if they o in laboratory animals, would go un- 

course of an ordinary toxicity test. It would be interesting 

‘ther these finer changes in behaviour after repeated mild intoxi- 

larcouc were aiways rapidly and completely reversed when 

substance primarily damages the liver, 

histological changes from the smallest 
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SOME METHODS USED IN ESTABLISHING 
THE MAXIMUM ALLOWABLE CONCENTRATIONS 


I. LyuBLIna 


Institute Gigieny Truda i Profzabolievanii, Leningrad, S.S.S.R. 


The continuous increase in the number of new chemical substances 
introduced into industry, or arising in the course of production, forces us to 
search for faster methods of establishing the maximum allowable concen- 
trations (M.A.C.’s). It is obvious that the M.A.C. can only be one that 
does not have any harmful effects on the human organism in the course of 
full-time work of long duration. 

It is, of course, impossible to design an experiment which could give an 
immediate answer to the problem. Only later can actual experience 
provide such a test, but, if the accepted M.A.C. has been set too high, the 
price paid for such an experiment is also high and might involve the loss 
of human life. 

he results of regular medical examination of the workers, especially 
those working in an atmosphere filled with harmful substances, and other 
clinical and statistical data, can serve as material only for the correction of 
M.A.C.,’s already determined. When a new substance is put into produc- 
tion, such information usually is not available. In these cases, only research 
can help. 

Such experiments are of great importance when determining the M.A.C,’s 
for irritant gases and fumes. 

We are forced to use experiments with animals in order to determine 
whether concentrations which have no harmful effect on humans exposed 
for short periods do have harmful effects in the case of long-term exposure. 

Che need for the rapid determination of the M.A.C.’s of substances newly 
introduced into industry does not allow these experiments to be carried out 
over the whole life-span. That is why, in such cases, it is not possibile to 
reproduce the conditions which would apply to the human organism, even 
with respect to the overall length of exposure. ‘Therefore it is all the more 
important to use highly sensitive methods, which make it possible to register 
even minor changes in the organism of the animal. 

I will not discuss the various methods covered by the highly interesting 
and informative articles of Barnes and Denz, nor many of the methods used 
in the Soviet Union. I will discuss only various methods, worked out on 
the basis of a common principle. 

In order to make this principle more comprehensible, let me remind you 
of the differences in the aims of the experiments carried out by a pharma- 


cologist, and by a specialist in industrial toxicology. ‘The pharmacologist is 


primarily interested in finding new drugs, and is, therefore, interested in the 
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SOME METHODS USED IN ESTABLISHING M.A.( 


of stimulus and response (to use the terminology of Vvedensky, they showed 
a balancing and paradoxical phase of parabiosis 

Our industrial toxicologists during their experiments in determining the 
effects of a toxic substance on the higher nervous activity have rarely used the 
classical method of inducing salivation in dogs as a conditioned reflex 
Kotlyarevskii’s method, which makes a rat press against a glass door to get 
food, is used more often, as well as the method of run reactions with alimentary 
or nociceptive reinforcement. Pravdin used the method of a run reaction 
with food incentive for the first time in industrial toxicology, and the pain 
incentive was used by Alexandrov and Tsibina. 

lo make the investigation of the higher nervous functions even more 


a method of “ working-out ”’ of conditioned reflexes under daily 
exposure 1s being used Golubiev proved in fis experiments that 
working-out of positive conditioned reflex with mice exposed to trichlor 
propane poisoning delayed the appearance of rather than caused a dis- 
turbance of an established conditioned reflex Working-out a reflex unde 

ic effects of the poison has the advantage of not demanding a lor 
term preparation of the animal 
Although the methods of examination of these higher nervous functions ; 
they cannot be considered to be universal and so enable us 
scover th nful after-effects of being exposed to poison as soon as possible. 
wr example, threshold concentration of formaldehyde which disturt 
higher ner : netion of rabbits has been proved, according to Van 
concentration which causes, by it 
low-down > breathing, which can appear 


The work aone by opynu Kie' 


mcentration as low as 0-0075 mg 


stitute of Industrial Hygiene and Occupational Diseases) has proved that 


th 3 meg of * thiophos ”’ wed only the initial chi 
ned reflex activity accompanied by a considerable d 
1-40 per cent). The recovery of « 
than that of the higher nervous a 
ifficult to choose between the 1ethod 
establishment of M.A.C.’s ndoul 


carried out 
latter case a transient < 
vanism could Cause seri 
ning experiments, it becomes necess 
efore applying the poison, in order 
loses and thus to avoid 
[he intricate method of conditioned reflexes dot 
ul in chronic poisoning experiments. For 
tice a disturbance of the 
from strong hexafloran poisoning In cases ea’ poisoning 
marked ataxia as exhibited). the higher nervous activity of the 


I 


observation was not disturbed. Apparently in these chr 


; 


1¢ cerebral cortex whose basic function 1s to 
environment, has itself adjusted to these poisons, 


s have obviously been damaged and there 1s 


the actual poisoning. 
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SOME METHODS USED IN ESTABLISHING M.A.( 


riven 


l'o test breathing difficulties a rabbit ke pt in its normal position was ¢g 
a breathing mask he valve for the exhaled air was attached to a gas 
counter and to the valve for incoming air. After normal breathing was 
restored, a rubber tube with a glass tube inside was inserted for one minute. 
lhe resistance when the air was inhaled through the glass tube was equivalent 

+1) mm on a water manometer, at a uniform air circulation rate of 


min. Changesin the lung ventilation, changes of the frequency and de 
of breathir and the nature and time necessary for the restoration of 
breathing after the device has been removed. were examined. 

Functional tests with dyspnoic rabbits and guinea-pigs (the latter 
a circle for one minute), were used over a period of four months, six hours 
a day, using carbon dioxide at a concentration of 0°03 mg/l. (Gadaskina. 
Lyublina, Rylova During the first month of these experiments in rabbits 
and guinea-pigs, certain variations of the above-mentioned function test 
were observed 
recovery of the normal forward 
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METHODS USED BY THE COMMITTEE Z37 
OF THE AMERICAN STANDARDS ASSOCIATION 
IN ESTABLISHING MAXIMAL ACCEPTABLE 
CONCENTRATIONS OF TOXIC DUSTS AND 
GASES 
W. F. von O&ftrincen* 


Bethesda, Maryland, U.S.A. 


The Committee Z37 of the American Standards Association was established 
in 1938 and charged with “ the determination, establishment and promul- 
gation of allowable concentration limits of harmful gases, vapours, fumes, 
dusts, and mists, and other subjects related to allowable concentration limits 
of such substances in the atmosphere of working places from the viewpoint of 
occupational disease prevention”. The Committee Z37 was directed by 
the Subcommittee on Plan and Scope under the chairmanship of Mr W. P. 
Yant to include in these standards: 

i) the descriptive, chemical, and physical identification of the substance 
in quesuvion ; 
ii) information on the route of its absorption and its physiological and 


toxicological action, based on the best available information and consensus 


ol qualifie d opinions ; 


iii) information on the methods of sampling and determination which are 
satisfactory for use in conjunction with the application of the allowable limits 
to industrial situations, considering that in obtaining these data the available 
information on allowable concentrations is adequately determined by the 
particular method. 

Data on allowable limits should be definitely related to the type of occu- 
pational exposure to which they are applicable, such as duration of exposure, 
physical activity, nature of response (whether acute or chronic), and the 
presence of other substances or conditions that would increase the response. 
Such data should be accompanied by a short treatise in which the basis of 
the data and their limitations should be given so that the user will know that 
the available information is meagre or ample for the conclusions made. 
When information is available on concentrations found in industrial situa- 
tions or processes under conditions of good or poo engineering practice, these 
should be used as guide for the establishment of good practice. 

Since the term “ maximum allowable concentration ” was interpreted in 
some instances as indicating “ safe’ limits or concentrations, exposure to 
which would exclude toxic effects on workers under any circumstances, this 
term was changed subsequently to “ maximal acceptable concentrations ”’ 
by the ASA-Z37 Editorial Subcommittee under the chairmanship of Dr H. E. 
Stokinger. It is now emphasized that these concentrations in themselves do 


* Paper read by Professor Tauhant in the author’s absence. 
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GRUNDSATZE UND PRAXIS DER ANORDNUNG 
UBER MAXIMAL ZULASSIGEN 
KONZENTRATIONEN TOXISCHER STOFFE 
IN DER LUFT DER INDUSTRIELLEN 
BETRIEBSRAUME IN DER U.S.S.R. 


S. B. SMELJANSKIJ 


eny Centralnogo In 


Vrace . VU KRva, SSSR 


ZUSAMMENFASSUNG 


Die Aufgabe, maximal zuldssige Konzentrationen festzusetzen, die auch 
bei langjahriger Einwirkung fiir die Gesundheit unschadlich sind, stellt ein 
iiberaus kompliziertes und schweres Problem dar 

Eine beinahe dreissigjahrige Erfahrung in der U.S.S.R. mit der Regelung 
des zuladssigen Inhaltes an toxischen Stoffen in der Luft der Betriebsraume 
hat die Ausarbeitung gewisser Grundsatze und praktischer Anweisungen 
ermdoglicht, wie man an die Lésung dieser Aufgabe herantreten soll. 

Mehr oder weniger zufriedenstellend kann diese Aufgabe nur mittels 
einer komplexen Forschungsarbeit gelést werden, die experimentale For- 
schungsmethoden mit dynamischen Beobachtungen des Gesundheitszustandes 
von Belegschaften verbindet, die der Einwirkung verschiedener Konzen- 
trationen toxischer Stoffe in Betrieben ausgesetzt sind klinisch-statistische 
Methode). Dabei darf man nie die grossen Schwierigkeiten ausser acht 
lassen, die bei Verwendung klinischer wie auch der experimentellen 
Lrgebnisse zur ung gegebenen, Aufgabe entstehen: die Dynamik 
des Betriebsm : Moclichkeit einer kurzfristigen Ausscheidung 
héherer Konzentrationen;: - haufig gleichzeitige Einwirkung mehrerer 
chemischer Stofle a. twa bei klinisch-statistischen Untersuchungen 
mmerhin wesentliche Unterschiede in der Empfindlichkeit von Menschen 
und Tieren (in experimentellen Untersuchungen). Daher fihrt nur die 
Verbindung ulnd gleichzeitige Verwendung verschiedener Methoden zu 
lassigeren Begriindung der unschadlichen Konzentrationen von 
toxischen Stoffen. 


eimer Zuvel 


Regelmassige Arztliche Untersuchungen aller mit toxischen Stoffen in 
Beriihrung kommenden Arbeiter sowie zahlreiche Arztliche Sonderunter- 
suchungen des Gesundheitszustandes der Arbeiter in chemischen Betrieben, 
die von den Anstalten und Lehrstiihlen fiir Arbeitshygiene und Berufs- 
krankheiten in der U.S.S.R. (10 Institute und 12 Lehrstiihle) durchgefiihrt 
werden, liefern sehr viel Material zur Frage der unschadlichen Konzen- 
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PRAXIS DER ANORDNUNG UBER M.A.K. IN DER U.S.S.R 


von Dipheny! und Diphenyloxyd, oder mit Hexamethylendiamin arbeiten, 


kommen sehr bald Stérungen des Gefasstonus und der Funktion des Zentrai- 
nervensystems vor. Die Schwellenkonzentration wurde bei Dinyl auf 
0,01 mg/l., Hexamethylendiamin auf 0,001 mg/l. bei festgesetzt. 

Zur Klarung des Mechanismus der Einwirkung, die in einer Reihe von 
Fallen eine grundsatzliche Rolle auch fiir die zulassigen Hdéchstkonzen- 
trationen spielt, liegen ebenfalls Experimentaluntersuchungen vor. Von 
besonderer Bedeutung sind sie z.B. fiir Kohlenmonoxyd, bei dem bedeutende 
loxikologen die Méglichkeit einer chronischen Vergiftung iberhaupt vern- 
einen. Die in der U.S.S.R. durchgefiihrten Forschungen haben gezeigt, dass 
bei der Einwirkung von Kohlenmonoxyd in einer Konzentration von 0,03 
mg/l., die einen Sauerstoffmangel nicht hervorruft, Storungen der Tatigkeit 
der bedingten Reflexe, eine Erhéhung der Anzahl der unterschwelligen 
Impulse, die den motorischen Reflex verursachen, und eine erhéhte Aus- 
scheidung des thyreotropen Hormons in Erscheinung treten insbesondere 
in der ersten Phase der Vergiftung. Dieser ungiinstige Einfluss wurde 
durch Forschungen der immunobiologischen Reaktivitat und durch klinisch- 
statistische Untersuchungen bestatiget. Deshalb halten wir es fiir méglich, 
die zulassige Hoéchstkonzentration von Kohlenmonoxyd auf 0,02 mg/l. 
festzusetzen 

Fiir neu in die Industrie einzufiihrende Stofle ist Experimentalforschung 
der einzig mdéeliche Weg, die zuldssigen Maximalkonzentrationen zu 
finden. Die komplexe Verwendung _physiologische Methoden, ins- 
besondere der Untersuchung der refiektiven Tatigkeit und von Funktions- 
priifungen erlaubt es in Verbindung mit biochemischen und morphologischen 
Methoden, die unschadliche Konzentration mit grésserer Zuverlassigkeit 
festzusetzen, obwohl sie in diesen Fallen bis zur Uberpriifung im Betrieb 
als vorlaufig zu betrachten ist 

Bei Festsetzung zulassiger Maximalkonzentrationen miissen die folgenden 
praktischen Gesichtspunkte beriicksichtigt werden: die Zeit, wahrend 
welcher experimentell der Organismus den schadlichen Eimwirkungen 
ausgesetzt ist, darf 6 Monate nicht iiberschreiten, und man muss Modglich- 
keiten wie die einer kurzfristigen Erhéhung der Konzentration im Betriebe, 
der Verunreinigung technischer Produkte durch giftigere Beimischungen, 
die, dass gewisse Stoffe auch die unbeschadigte Haut durchdringen usw. 
im Auge behalten. Um die Unschadlichkeit der Luft garantieren zu 
k6énnen, ist es zweckmassig, bei genauer Festsetzung zuldssiger maximal! 
konzentrationen gewisse Sicherheitskoeffizienten einzufiihren. Deren Héhe 
wird mit Riicksicht auf den Grad der Toxizitat—auf die Dampfspannung 
und die Breite der toxischen Einwirkung—den Unterschied zwischen 
absolut tédlicher und Schwellenkonzentration—usw. festgesetzt und 
iiberschreitet gewOohnlich nicht einen Faktor von ! 

Nach den angefiihrten Grundsatzen wurde in ‘rr U.S.S.R. ein neues 
Verzeichnis der zuldssigen Héchstkonzentrationen von 175 Stoffen zusam- 
mengestellt. 

Ungeldst bleibt bis heute die Frage kombinierter Einwirkung. Nur fi 
eine beschrankte Gruppe von Stoffen, wie Narkotika und Reizgase, werden 
in der U.S.S.R. gewisse Methoden empfohlen zur Berechnung der Ventila- 
tion, welche die Verdiinnung der bei der Erzeugung entstehenden Dampfe 
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METHODE POUR LA MISE EN EVIDENCE 


DE L’INFLUENCE DE PETITES DOSES DE 
SUBSTANCES TOXIQUES SUR L’HOMME 


M. LuKANOF! 


whrana na truda 1 professionalni zaboljavania, 


Sofia, Bulgaria 


RESUME 


I] est difficile de mettre en évidence par des méthodes objectives l’influence 
de petites doses de substances toxiques sur l’organisme des sujets humains 
exposés. Un test a été mis au point pour fixer la dose minimale exercant 


une influence sur le systéme nerveux. La méthode proposée par l’auteur 


your mesurer la mobilité fonctionnelle de l’analyseur oculaire permet de 
| | 


caractériser les modifications provoquées par des doses minimes de sub- 


stances toxiques, particuli¢rement de celles agissant sur le systeme nerveux. 
L’ effet est exprimé par une modification de la fréquénce optimale (fréquence 
des stimuli-électriques pour lesquels des phosphenes apparaissent a la plus 
basse amplitude des impulsions). Les doses d’excitation déplacent la 
fréquence optimale vers des valeurs plus hautes, cependant que les doses 
d’inhibition la déplacent vers des valeurs plus basses. 

La méthode permet de mettre en évidence l’influence de concentrations 


rencontrées dans les ambiances industrielles. 








A METHOD OF EVALUATING WORKERS’ 
EXPOSURE TO HARMFUL SUBSTANCES 


R, Frant and J. H. C. van Mourik 


ndheidscentrum, Eind} . Nederland 


['wo methods of investigation are open to the industrial physician res- 


ponsible for protecting a group of employees against the consequences of 
handling harmful substances. Originally, medical examination of workers 
was the only method available, but later on this was supplemented by analysis 
of the atmosphere in which they worked 


Although the absorption of 
a harmful substance takes place mainly 


ia the lungs, the quantity absorbed 


cannot be worked out exactly from the concentration found in the air, for 


the work load’ (individual effort), the associated respiratory minute 


volume, and the size of the particles in the air, determine how much of the 


substance gets into the body by respiration. 
for absorption to take place 


examinawuion reveals 


Moreover, it is also possible 
ta the skin or the intestinal tract. Medical 
the total effect of the quantity ol poisonous substance 
that has been absorbed over a longish period, but, for the purpose of preven- 
tion. this knowledge comes too late Howe 


i 


ver, if methods of production in 
the factory remain the same there should be n 


O surprises Che great value 
ol periodical! 


medical examinations 1s in providing a check on whether 
hygienic measures are being carried out in accordance with instructions, 
and whether they are effective a from such examinations be 
a manner we shall describe w, the investigator w 

a position to detect slovenly working and other slight departures from correct 
procedure, such as would not be noticed in the course of an incidental 
inspection 


Che evaluation of the results of medical examinations is rendered difficult 
ec of biological variation exhibited ndividuals. Often it is 
vhether a state of poisoning exists or not, particularly where 


nful substance absorbed has been small. 


confirmed by van Wely!, who set out to 
poisoning were detectable among 59 
loyment who had never worked with lead or its com- 
pounds Nn roup ne found as 


many complaints and irregularities, 


constipation and abdominal pains, as in a group of lead-workers. Only 


laboratory tests showed that the latter were actually in a worse condition. 


It i nevertheless possible, group ol persons, even one not 
containing cases of poisoning, to evaluate the data without running up against 
the above difficulties to any great extent. The procedure to be described 
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DIE BEURTEILUNG EINIGER METHODEN 
DER M.A.K.-BESTIMMUNG FOR 
NEUEINGEFUOHRTE INDUSTRIESTOFFE 


S. Herzoc 


Sectia Igiena Muncii, Institutul de Igiena si Sanatate Publica, R. P. R., Bucure 


Romina 


Zusammenfassung 

In der gegenwartigen Mitteilung wird die Art der Verwendung det 
Ergebnisse von experimentellen Methoden fiir die Zwecke der Bestimmung 
der M.A.K.-Werte von neueingefiihrten Industriestoffen analysiert. Diese 
Analyse ist auf einem toxikologischen Studium von Vinylbutylather. 
Monochloracety! chlorid und 11 rumdanischen Benzinarten begriindet. 

Es wird die Frage der Wahl von—fiir die Zwecke der M.A.K.-Bestim- 
mung geecigneten—Giftigkeitsanzeigern gestellt (verschiedene tédliche und 
toxische Konzentrationen), im Zusammenhang mit der chemischen Struktur 
und dem Wirkungscharakter des studierten Stoffes. 

Es wird auf die Notwendigkeit hingewiesen, bei Stoffen mit irreversibiler 
Wirkung die Expositionsdauer zu wechseln. 

Die Wichtigkeit der M.A.K.-Bestimmung fiir den Organismus wird betont 
und die Notwendigkeit einer spezifischen Methodenwahl fiir ihre Bestim- 
mung in Abhangigkeit vom Wirkungscharakter des gegebenen Stoflfes 
festgestellt. 

Es zeigt sich, das schliesslich die M.A.K.-Werte auf dem Wege der Bestim- 
mung der relativen Giftigkeit des gegebenen Stoffes bestimmt werden 
miissen. 

Schliesslich wird die Frage des Studiums der chronischen Einwirkung der 
neubenutzen Industriestoffe fiir die Zwecke der M.A.K.-Bestimmung 
erortert. 











EXPERIMENTAL STUDIES ON THE INHALATION 
OF LEAD BY HUMAN SUBJECTS 


R. A. Kenor 


The Ketterin Laboratory, 
Department J Pre entive Ve Zicine and In dustrial Health. 


College of Medicine, University of Cincinnati, U.S.A. 


I have only a short time at my disposal in which to connect up certain 
experiments which are related to the subject of this Symposium, based on 
the work of many years in the Kettering Laboratory on the general problem 
of the biological significance of lead. In order to do this I must cover the 
ground hastily and only in outline, and I shall have to rely upon your willing- 
ness to go to the literature later for the evidence on which certain statements 
of fact are based. 

his work began in 1927-28 with an examination of the occurrence and 
distribution of lead in nature, especially in biological materials. This task 
has not been completed, but the general background has been established, 
and some of the facts are highly pertinent to our discussion here. The 
summarized results of the early work were published' in 1933, and other 


publications have followed since*-*. 


Some years later, we began a systematic investigation of the metabolism 
of lead in human subjects under normal conditions, and then under artificial 
conditions involving the oral administration of lead, daily, over long periods 
of time (in one instance, for 4-5 years), at several levels of dosage. ‘The 
results of these investigations have been published briefly*-* and, because of 
their elaborate nature, the experimental procedures and findings have not 
been described minutely in all of their physiological significance. A full 
account will be given in a monograph which will deal both with methods 
and data, as they bear on this participant in the mineral metabolism of the 
body, as well as on a variety of medical and hygienic problems. 

In 1950, we initiated the present phase of the work—one toward which the 
investigation of the fate of ingested lead had been moving—by entering upon 
a study of the behaviour of inhaled, particulate lead compounds in the 
human organism under carefully controlled conditions in the laboratory. 
[hese observations, as well as those concerned with the ingestion of lead by 
human subjects, could be carried out within physiological limits. Since 
members of the Laboratory staff had had experience in the field of industrial 


hygiene in the lead trades, there would be no risk of inducing even incipient 


manifestations of lead intoxication. Clinical and chemical (analytical) ob- 
servations had been made systematically in a wide variety of such trades for 


many years and had established, beyond cavil, physiological criteria—levels 
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STUDIES ON THE INHALATION OF LEAD BY HUMAN SUBJECTS 


Influent air A enters an intake blower through which it passes into a 
sound muffler and then on beyond a lateral leg to enter the chamber through 
the centre of its top at B, where the air stream is distributed by fan C which is 
suspended from the ceiling of the chamber by light chains. Effluent air E 


is withdrawn from the chamber by a second blower through properly spaced 


orifices in the peripheral duct at floor level and through an electrostatic pre- 
cipitator (rectangular box at lower left). An air stream at F, valved and 
equipped with a pressure gauge, divides into two, one of which is by-passed 


through a small flask containing a small quantity of tetraethyl lead (armoured 


by means of a removable rectangular metal box) and then rejoins the main 


stream, which then passes to a bunsen burnet \ stream of propane at G, 


1+ 


with valve and pressure gauge, 1s led to the bunsen burner, from which the 
excess of air and the products of the combustion (lead s« squioxide, carbon 


dioxide and water) at H enter the lateral leg of the influent pipe at I. 


In / 5, the room 158 nown equipped Z an nce It can also be 
equipped as a laboratory which microscopic and other suitable mani- 


; 


pulations can be carried out 


Note the small (stoppered) ports to right and left of windows, an electrical 


outlet above the back of the chair, a telephone a an inter-communication 
lhe floor is covered with asphalt tile, very surtace, including the 


} ] 


s of the chamber, di iw and furniture, 1s la ed (joints of partitions 


are covered with Sci nm ) aS to facilitate cieaniliness. Che floo1 1S 


mopped once daily, a 1 €y y surface and objec tin the chamber 1S wiped off 


once daily, by the sub , to prevent any accumulation of lead-bearing dust, 


which, through the movements of objects ul t, might redisperse 


partic! i lea i¢ a lomerated into su lO 1 the experiment. 


imilar equipme alculator, dictating equip- 
dically 
the two air-locks, a small one for books. 
records and t ; vhich c: be introduced and removed without dis- 


turbing the compo n ott air of the « hamber,. and a large! one tor exit 


and entrance, w S i as a double-locker room for the subjec t’s 


street and work clothing (a nen o anging clothing and bathing is 
maintained | subject here is another closet, adjoining and in- 
cluded in the be vhich there is a wash-basin for the subject. 
electrostatic equipment for cl i the effluent air is also situated wit! 
nd there is spa wr the he ping implements (mop, dust-cloth, ef 
for eati inch (if desired), and 
separate from all 
uated. 
h lor con lence I i Sampling equipment 
e dally y an electrostatic precipi- 
s are taken from time to 
chamber (not shown), and othe ports 
here and else where 
ject to collect d iplicate samples 
“ats and drinks in the course of each day, to collect all urine 


id to collect all faeces passed each day. [his regimen, 
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STUDIES ON THE INHALATION OF LEAD BY HUMAN SUBJECTS 


In Figure 4 is the X-ray diffraction pattern of the lead compound employed 
in the experiments with which this report is concerned, superimposed on 
that of the pure compound, lead sesquioxide. The upper pattern is that of 
the lead compound introduced into the atmosphere of the chamber; the 
lower one is that of a highly purified sample of lead sesquioxide. For his- 
torical reasons in relation to the problem of tolerable concentrations of lead 
in the air, as well as those of ease of manipulation, we chose to use lead oxide 
in initiating these experiments, The sesquioxide can be produced in a finely 
divided form, and in high purity, by the combustion of a small quantity of 
the vapour of tetraethyl lead in a stream of propane burned to completion 
in a bunsen burner. This is a readily reproducible means of providing 
particles of the specific lead compound of a specific range of size at a pre- 
dictable and steady rate. 

Figure 5 displays the particles of lead oxide as they occurred in the air of 

chamber, in a photograph of a hot-wire precipitate visualized by the 
electron microscope. Note certain minute, discrete particles, and other 
viously agglomerated clumps, none of which approach ly in any 


dimension rhe size of these particles, as represented in Figure 6, ranges up 


particle size distribution—5 





99-9 9999 





ermined on 


mean size, however, being 0-05u. Because of the method of 
generating the particles, little variability was observed throughout the experi- 
ments. One could be certain that particles of this size would not be en- 
trapped within the upper respiratory tract to any measurable extent, and that 
any appreciable retention of such particles within the respiratory tree would 
occur within the alveoli. The extent of such retention could not be left to 
conjecture, however, and some means of measurement had to be devised. 
[he procedure adopted is not entirely satisfactory from the standpoint of 
strict accuracy, but it has the virtue of simpli ity, and it vields results whi h 
vary only within reasonable limits. ‘The apparatus is illustrated in Figure 7. 


Note the direct flow of expired air from the face-piece to the electrostatic 
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76 weeks that will be indicated for present purposes in his charts (Figures 
12-15 
EXPERIMENTAL RESULTS 


The results that have primary relevance to the subject of this Symposium 
can best be demonstrated in a series of four charts for each of the two subjects. 
In the first pair (Figure 8, Subject M.O.B. and Figure 9, Subject F.C.), the 
lower line shows the mean daily weight of the food (exclusive of that of the 


drinking water), as calculated from the data of each day in every period of 
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Figure 8 Alimentary intake and output of Subject M.O.B.-experiment no. | 


28 days, on the scale indicated on the right. The upper intertwining curves, 
as indicated, represent the mean daily intake of lead in food and all beverages, 
including drinking water, and the mean daily output in the faeces only, 
both of these values having been calculated for each 28-day period, from the 


analytical data representative of each day. ‘The calculations have been 
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plotted against the scale indicated on the left. Each point on each curve, 


thereiore, represents the mean value (the weighted average) of 28 deter- 


minations. ‘There are many interesting features of these findings, but they 
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including that of measured samples taken from time to time for other 
determinations), as calculated from the measurement of the volume each 
day over each period of 28 days, on the scale indicated on the left. The 
upper dotted line represents the mean daily lead content of the urine voided, 


as calculated, similarly, from the data of each period of 28 days. Note the 
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oth pot during the period of exposure, as a characteristic 

overshooting ©’ of the response, which also corresponds not precisely but 
generally, with an increase in the lead content of the food and faeces (Figure 
8). Note, in contrast, the peak at the 19th point of the same period, which, 


after “* equilibrium ” has been attained, is in precise correspondence in time 
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vase in the lead content of the faeces, not precisely, but 
luplicated in the food (Figure 8 It must be borne in mind 
of these points is the weighted average of 28 determinations and 


not the result of a single fortuitous error ol sampling, contamination, or 
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more satisfactorily in terms of the concentration of lead, than in terms of lead 
output per unit of time, the data have been so represented in Figures ]2 and 


13. In Figure ]2 the (slightly) lighter dotted line (consistently above the other 
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throughout the control period and that of exposure) represents the results 
of the analysis of the urine by a colorimetric method with dithizone (Figure 9 

the heavier and generally lower dotted line gives the results of a spectro- 
graphic method (Figure 9), discontinued after the 22nd lunar month after 
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Figure 13. Concentration of lead in the urine of subject F.C.-experiment no. 2 


the termination of the experimental exposure, because of the quantitative 
parallelism displayed, within the error of the two methods. 

These lines show the mean daily concentration of lead in the urine, 
calculated from the respective data of the two methods of analysis for each 
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the individual’s absorption ol certain organ lead compounds, tetraethy! 
lead being the outstanding example letraethy! lead is decomposed in the 
living organism, and the ultimate residuum of lead in the body from this 
source is probably inorganic in character. However, tetraethyl lead and 
its intermediate decomposition products are not held in combined form in the 
erythrocytes, as are the inorganic Cé mpounds of lead, and hence are not 
in demonstrable equilibrium with the other tissues of the body with respect 
to their lead content. ‘The rate of the urinary excretion of lead, following 
the absorption of tetraethyl lead appears to be the sole indication of the 
relative quantity absorbed, in the intact animal or man. 

Figures 14 and 1/5 display the average of 8 samples of blood collected at 
weekly intervals (2 per week) for each 28-day period of the two experiments. 
In both figures each point on the dotted line from left to right represents the 
average of 8 determinations of the concentration of lead in the blood, 4 by 
the dithizone method and 4 by the spectrographic method, during the 
respective periods of 28 days throughout the experiment. In Figure ]4 note 
the relatively low variability of the concentration of lead in the blood from 
point to point, and the general trends during the periods before, during and 
after the experimental exposure. While in Figure ]5 note the lack of vari- 
ability from point to point during all but the period of exposure, and note 
the greater response of Subject F.C. to the higher level of exposure, as 
compared with Subjec t M.O.B. I'wo items of interest and importance are 
worthy of comment. First, the level of lead concentration in the blood of 
each subject increased more gradually in response to the experimental 
exposure, and declined more gradually after the termination of the exposure, 
than did that in the urine. Subject M.O.B. reached a stable concentration 
of lead in his blood at about the 7th month, whilst Subject F.C. arrived at 
a similar state of apparent equilibrium at about the 11th month. Some of 
the variability indicated in the blood of both subjec ts may be attributed to 
analytical deviations, the quantities of lead in these samples (10 ml) being 
minute. ‘The analytical error is much too small (two methods of analysis 
were employed in parallel analyses) to influence the general trend of these 
data, however, or to alter significantly the recorded values, since the un- 
systematic error 1S as likely to occur on the high as on the low side. 

[he average concentration of lead in the blood of Subject M.O.B., at 
approximate equilibrium, was 0-04 mg/100 g, and that of Subject F.C. was 
0-045 mg/100 g. Since Subject F.C. started at the average level of 0-025 
mg/100 g, and the base level of Subject M.O.B. was higher by approximately 
0-003 mg/100 g, the differential is somewhat greater than the average figures, 


at equilibrium, indicate. The fact is clear, in any case, that Subject F.C. 


absorbed more lead than did Subject M.O.B., as was to be expected in 


accordance with the experimental conditions. ‘The data obtained during the 
period after the termination of the exposure, 1.¢., the excess of the output of 
lead over the intake, in both instances, demonstrated that both subjects had 
retained (accumulated) some lead in their bodies during the period of 
exposure. Calculations made from these data indicate that the total amounts 
accumulated during exposure and eliminated in the subsequent period were 
of the order of 18 to 21 mg, in the case of Subject M.O.B., and 25 to 30 mg, 
in that of Subject F.C. There are good reasons for the belief that the last 
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trades, and from many cases of real and alleged lead poisoning, we have never 
encountered a single person in whose blood, at the onset of lead intoxication, 
a lead concentration of <0-08 mg/100 g was found. For the purposes of 


industrial hygiene in the lead trades, we consider that the concentration of 


0-07 (70 ug)/100 g leaves little margin of safety for the individual employee, 


and we act or advise in the belief that his methods of working or the con- 
ditions of his work environment should be improved so as to lessen his 
hazard. If the concentration of lead in the blood reaches the level of 
0-08 mg (80 ug)/100 g, as determined by multiple analyses, we advise his 
removal, summarily, from his job, regardless of his apparent state of good o1 
ill health. If it is feasible (it usually is), and if the man is not ill, he is trans- 
ferred to another job in which no exposure to lead is involved (a little absorp- 
tion of lead is sufficient to maintain a high level of lead concentration in the 
body, once it has been attained, or to retard its gradual reduction). Sucha 
man is not permitted to resume the job until his blood level has returned to 
the normal range (under 0-06 mg (60 ug)/100 g, and (ideally) until the 
situation which was responsible for his excessive absorption of lead has been 
corrected. ‘That the “ ideal”’ handling of such a situation is not always 
achieved is due to the lack of understanding of the problem on the part of 
both employer and employee, coupled with certain hard facts of social and 
economic life that do not always yield readily or promptly to hygienk 
considerations [here is an undue apprehension among uninitiated and 
inexperienced persons, lest the insidious, toxic effects of lead, absorbed in 
any quantity, should ultimately induce disastrous effects; there is a corres- 
ponding disregard of danger among those whose long experience in the lead 
trades, especially those concerned with old processes and commodities, has 
inured them to the “‘ occasional ”’ case of seriously disabling lead intoxication. 
hese curiously persistent and contrasting views are equally expressiv: 
ignorance and of the common human proclivity for prejudice, especially 
old or traditional fields of thought and activity. 

From the aspect of specific criteria of industrial hygiene in the lead-u 
industries, the most significant result of these experiments 1s the fact 
hazard of lead poisoning is associated with the inhalation of air c 


a fully respirable and absorbable compound of lead in the concentration 
0-15 mg/m*, over the period of nearly 2 years he experiments 
carried out under conditions that simulate those of industry except for the 
strict uniformity and their virtually complete elimination of the ingestion of 
lead in connection with the day’s work. It must be emphasized that the 
adoption of this level of lead concentration in air as a criterion of absolut 
safety in industrial employment would make no allowance for longer hours 
of work and exposure; for such diseased states as may interfere with the 
normal disposition of absorbed lead within the body and its excreta, and 
above all, with the situations in the lead trades in which the ingestion of lead 
is a highly significant factor in the composite occupational absorption of 
lead. The issue may be raised that the duration « 1e “* occupational 
exposure of Subject F.C. was somewhat less than 2 full years, whereas actual 
occupational exposure may continue for many years, o1 indeed during a 
lifetime of employment. This point cannot be dismissed lightly, nor can it 


be disposed of entirely by the experimental evidence, unless one takes the 
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FUNDAMENTAL STUDIES TO ESTABLISH A 
SUITABLE MAXIMUM ALLOWARBLE 
CONCENTRATION OF LEAD IN INDUSTRIAL 
AIR 


K. Horiucnui 


Osaka SAiriltsu Da 


In order to recommend a suitable maximum allowable concentration 
M.A.¢ of lead in air in industries, 


resulting symptoms, mu 


the fate of lead introduced into the 


body, and the nature of the st first be clarified by 


experiments with humans and laboratory animals 


AN EXPERIMENT ON THE ORAL ADMINISTRATION 
OF LEAD IN MAN 


Ihree healthy Japanese male adults were chosen; to two of them lead 
as a control [he experiment was con- 


was given, while the other served 


tinued for nine months, from October 1952 to July 
two, two and three months 


1953, and the experimental 


led } four stages ol! two, 
f the 


period was divi 
1 each Stage ol 


respectively The me to administer 


| 
experiment is shown 1n 








The total amount of lead administered was about 300 mg. 


The lead content of the subjects’ daily food and drink, and of their whole 


blood and daily urine and faeces was measured by the mixed-colour dithizone 
the experimental 


method. Frequent examinations were made during 
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of urinary coproporphyrin is observed during administration of lead, in spite 


of the absence of manifest clinical symptoms. 


AN EXPERIMENT ON THE ORAL ADMINISTRATION 
OF LEAD IN LABORATORY ANIMALS (DOGS) 


In an attempt to clarify the symptoms caused by administration of lead, 
a daily dose of 30 mg of lead acetate (Pb: 16-38 mg) was administered orally 
to two adult female dogs (“‘A” and “B’”’) over a period of 60 and 98 
days respectively. The amount of lead administered totalled 984-3 mg for 
* A” and 1609-4 mg for “ B”’. Another dog (** C’’) was used as a control. 

An increase in the amount of lead excreted into the faeces and urine, and 
an increase of urinary coproporphyrin, were the earliest and most notable 
signs. Lhese symptoms were followed by the appearance and increase in 
the number of stippled cells and reticulocytes in the peripheral blood stream. 
lhe number of erythrocytes dropped sharply from around the 30th day of 
the administration period in both experimental animals. The fluctuation 
of the haemoglobin content for ““ A” and “ B” tended to parallel that of 
the number of erythrocytes. In the final stage of lead administration, the 
haemoglobin content dropped to about 50 per cent of the value observed 
before the administration began. 

Most of the lead administered was excreted in the faex es, and a small 
amount of it in the urine. The total lead excreted was 86-5 per cent and 
89-6 per cent, respectively, of the lead originally administered. It is assumed 
that about 10 per cent of the lead administered remained in the body. 

Of the lead remaining in various tissues of the experimental animals, 
about 97 per cent was found in the bones and teeth. 


AN EXPERIMENT ON THE ADMINISTRATION OF 
RADIOACTIVE LEAD (RADIUM D) TO LABORATORY 
ANIMALS (GUINEA PIGS) 

Full grown, healthy, male guinea pigs weighing 400 to 500 g were employed 
as test animals. Lead acetate was given to the animals until they developed 
clinical signs of mild lead poisoning. A solution of radium D was then 
administered to the lead-poisoned animals in three ways; hypodermically, 
orally, and intratracheally. Subsequently, a daily examination was made 
of the amount of radium D excreted in the urine and faeces. Sometime 
between the 3rd and 20th day after the administration of radium D, the 
animals were killed by bleeding and the amounts of radium D in the blood 
and organs of the animals were measured. 

The concentration of radium D in the whole blood reached a maximum 
several hours after each administration, and decreased rapidly 24 hours 
later. The radium D concentration in the blood after an oral adminis- 
tration was lower than that after parenteral administrations; it was found 
mostly in corpuscles, and only rarely in the plasma and serum. 

Most of the radium D administered was deposited in hard tissues such as 
teeth and bones, and only a very small amount was found in soft tissues. 

The amount absorbed in the body of the experimental animals, on the 20th 
day following the administration, was about 32 per cent after intratracheal 
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OTHER INVESTIGATIONS 
A study of the lead content in Japanese daily food 


The lead content was studied of those daily foods which are considered 


» be the principal! irces of the lead found in the tissues, including blood. 
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urine or faeces, of normal, healthy, Japanese people apart from lead 
workers. 

Fresh meat, fruit and vegetables contain comparatively large amounts of 
lead. The lead content decreases to some extent after washing the food 
with water. A fairly large amount of lead is found in the intestines of some 
kinds of small fish. A large amount was detected in canned and bottled 
foods. The lead content in each whole meal in a menu was determined 
directly after reducing a specimen meal to ashes. From these studies the 
lead taken orally by adults in Japan has proved to be approximately 200 
300 ug/day. ‘Thus, a normal, healthy Japanese adult takes in lead through 
his respiratory and digestive tracts to the extent of approximately 200-400 ug 
daily. 


Studies on the M.A.C. of lead in air* 

A study was made on the change of the physiological conditions, and on 
the development of clinical symptoms, due to lead, using the same method as 
in the poison tests. The symptoms were surveyed with reference to the 


] 


concentration of lead in the air, on the basis of a statistical analysis. It is 


considered that, for the Japanese male adults who engage in lead work 
requiring moderate physical exertion for 8 to 84 


hours a day for more than 
one year, the safety limit for the average lead concentration in the air, in 
order to protect them from any significant harm, is approximately 0-05 


mg/m?, 


A study on a combination method of diagnosis of mild or latent lead 
poisoning (an application of the statistical discriminant function)t 

Che early detection of cases of mild or latent poisoning is necessary for the 
control of the health of lead workers. While such methods as the lead line, 
the count of erythrocytes and stippled cells, the haemoglobin content, 


lead in blood and urine, and coproporphyrin in urine, etc., have been used 


for diagnosis of lead poisoning, none of them provides a clear indication 


which can be used for the diagnosis of mild or latent cases. Although 
diagnoses have been made by clinical tests based on the methods mentioned 
above, they are rather difficult for the average practitioner. For these 
reasons a combination method has been devised for the diagnosis using the 
statistical method of discriminant functions with the results of several 


examinations. 


Che following relationship was established: 


g X, + 81-194, 69-95X, 2-55.X, 9-14X,, 


. 


where X, = erythrocyte count ( x 10*/cm 
X, haemoglobin content (g/100 ml 
X 


coproporphyrin in urine (ug l.), transformed into scores on a 


scale varying from 0-5; 


* Read before the XIth International Congress on Occupational Health, Naples, 1954. 
+ Presented at XIth International Congress on Occupational Health, Naples, 1954 
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TESTING FOR DIETARY CARCINOGENICITY 
W. B. DeicHMANN 


Department of Pharmacology, University of Miami, School of 


Medicine, Florida, U.S.A. 


Dr William J. Darby', Chairman of the Food Protection Committee of 
the National Research Council, recently pointed out that “ it is necessary 
to have some concept of use, regularity of appearance in the diet, and so 
forth, in order to appraise the problem or in order to appraise, or judge, 
safety associated with the use of food additives”. In other words, we must 
be sure that food additives in the concentrations used are not toxic and that 
they will not contribute to, or produce, cancer. 

Pharmacologists realize that, with thoughtful planning, the determination 
of the pharmacodynamic action and toxicity of a new additive represents a 
straightforward problem. How to determine the possible carcinogenic 
potency of a compound is, however, another matter. ‘The fact is that we 
do not have dependable straightforward methods of approach; we do not 
even know what goes wrong in an organ, in a tissue or in a cell, that sets off 
the trigger causing cancer. 

he first question to settle is how one should start. Should we agree with 
Dr Emerson Day? of the Sloan-Kettering Institute for Cancer Research, 
who stated before a Subcommittee on Health and Science’ that “ to deter- 
mine causes of cancer in man and to bring about control we believe that we 
must study data which originate in man” and who continued, “ all the 
animal! work in the world, from my point of view, does not help us under- 
stand how to control cancer in man unless there are counterparts in man’s 
experience’? Or shall we agree with Dr Morton L. Levin’, director of 
the New York State Department of Health, who stated that “ our first line 
of defence in studying the possible carcinogenic effect of such substances as 
food additives should be animal experimentation, but we cannot rely 
exclusively on animal experimentation for the possible discovery of such 
effects’ ? Supplementing animal studies, Dr Levin described four epidemio- 
logical methods which may be used to trace the cause of cancer. He 
considered his third method, “ the study of special populations”’, particularly 
suitable. By special populations, he meant people engaged in the manu- 
facture of a particular chemical. Or should we exert our primary influence 
as recommended by Dr Herbert E. Carter* of the University of Illinois 


who is more optimistic and who believes that progress is likely to come from 
the study of a single cell? He believes that “ there will be many ways in 
which it may be possible to determine how a cell reacts to the presence of a 
carcinogen long before the final demonstration of the irreversible trans- 


formation into a cancer cell itself”’. 
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do to the blood pressure, to the heart, to the lungs and even to the mood of man. 


his type of pre-testing has been adopted so extensively that no pharma- 


ceutical company would consider a new compound as a drug without animal 
studies, and no ethical industrial company would manufacture or sell a new 
compound without having previously obtained a report from the toxicological 
laboratory. 

rhe point that I wish to make is that there are many counterparts of man 
in experimental animals, and that the pharmacologists have learned to make 
use of these in obtaining pharmacological and toxicological information 
applicable to man. When it comes to the solving of the human cancer 
problem we must admit that we have not exerted ourselves intensively 
enough to find suitable counterparts in the animal world. 

Some scientists are unwilling to accept the concept that animal data can 
point to certain clues in the human cancer problem, because, at times, 
unjustifiable conclusions have been drawn from certain experiments such as 
‘mouse painting tests”’; but does this justify discrediting experimental 
animal data in general? One investigator® spoke of epidemiological 


lies and animal tests as follows: “* there are a number of instances where 


stuc 
very helpful work started with . . . epidemiologic data... , we then proceeded 
in the laboratory with animal experimental work as an adjunct or tool to 
help identify possible activators or methods of action in the production of 
cancel 

Che question that I want to raise is, what makes animal experimental 
work a tool to help identify a carcinogen unless animal tissues had these 
properties before epidemiological studies pointed to a certain compound as 
a possibly carcinogenic agent? I see no justifiable reason why we should 
emphasize epidemiological methods instead of animal testing of a suspected 
human carcinogen. 

Other investigators have gone to the other extreme. Dr W. C. Hueper® 
of the National Cancer Institute, would not use any chemical as a food 
additive which is known to have produced cancer in an experimental animal. 
If we accept Dr Hueper’s yardstick, then we must condemn a multitude of 
chemical compounds, including two of our most important foods, namely 
glucose and fructose. When these carbohydrates are injected subcutaneously 
in relatively large doses into rats, they will produce sarcomas at the site of 
injection lable salt will produce similar effects. It has been said that 
25 per cent of all chemicals are capable of producing skin cancer in either 
he rat or mouse. Studies with embryonic animal tissues will show even 
higher incidences of carcinogenicity, somewhere between 40 and 50 per 
cent. Investigators who are in tavour ol embryonk tissuc pre-« ance! 
testing have claimed that, with this method, it is at least possible to select 
compounds which are not carcinogenic. But this is an unwarranted con- 
clusion, since compounds which are harmless and, save in embryonic animal 
tissues, may still be carcinogenic for man. 

From animal studies we have learned that: 

a) there is a direct relation between the dose of a carcinogenic agent and 
the appearance of cancer; this was shown with dimethyl aminoazobenzene, 
dimethyl aminostilbene and ionizing radiation ; 

b) in contrast to the ordinary toxic effects of a chemical, the effects of a 
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species used, doses administered, method of administration or implantation, 
and other factors such as the importance of the contemplated use of the 
additive—whether it is to be added to maraschino cherries, chewing gum 
or dill pickles or to foods such as milk and meat. 

When dealing with extremes, few people will have difficulty in reaching 
a decision lo quote Dr Robert Eckardt*®, “* 2-acetylaminofluorene is one 
good example. It produces many tumours at many sites in many species 
and by many routes of administration. Few would argue with not permit- 


| 


ting it in our food But what about the material that produces few tumours 


in few sites in few species by few routes of administration Here, it seems 


to me, the above contention becomes all-determining If the additive is to 


be used in a food, like milk, which constitutes 12-5 kg out of 30 kg of processed 
food consumed each weck by the ‘ average ’’ American family, I think we 
would all hesitate to use it.”’ Living conditions and standards differ con- 
siderably in different parts of the world. For instance, an additive “‘ might 
be banned in the United States where the average life expectancy is 69 or 
70 years, but permitted in India where the average life expectancy is 25. 
While lowering the life expectancy in the United States to 60, it might raise 
the life expectancy in India to 40, still too low to be in the really high cance 


incidence range Also, 10 or 20 years from now it might be banned in India 


where once it was permitted \s our life expectancy increases to 80, 90 o1 


100 years, perhaps we may ban things we now accept.’ 

In summary then, I believe that animal experiments will “do much ” 

give us an answer to the question of whether a certain chemical is liable 

carcinogenic when ingested by man. ‘This is the best that we can 

expect since we cannot exclude the possibility that a compound, negative in 
animals, may still be carcinogenic in man 

Biochemical cellular studies should not be neglected since they wi!!, no 
doubt, point to the mechanism of carcinogenic action. Human epidemio- 
logical studies can bring to light those carcinogens missed by animal studies; 
they will discover others which were never subjected to a laboratory investiga- 
tion he import: - of post-mortem examinations and microscopical 
studies of organs and tissues showing the presence and type of cancer is 
equally obvious 

One final thought ( t of us confine our research to one particular area, 
we are inclined | drat l con ws fro widual bits of information. 
Obviously, 1 uld 1 watlable data. 1 addition, it 1s important that we 
most il ll j ind fa which surround t cific use of a material 
before we decide tha ( poun li l r that it should not be used as a food additive. 
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THE INVESTIGATION OF INHALATION 
TOXICITY 
(JAGI 


1 /. Lid.. Industrial Hh 1éné Re earch Lal 
Welu yr. [ A. 


The techniques described in this communication are in current use in a 
laboratory undertaking the routine investigation of the toxicity of substances 
used or produced by the chemical industry. In such a laboratory it is not 
always possible to submit each substance to an exhaustive study, but enough 
work must be done on each to ensure that no important toxic action is 
likely to be missed. The “ range-finding tests’ described by Smyth and 


Carpenter, which concentrate solely on the acute effects produced by single 


exposures, are not likely to be adequate for this purpose, for the most serious 


hazard in industry from the inhalation of gases, vapours, mists and dusts 
usually derives from prolonged exposure to lower concentrations. 

Che majority of substances received for investigation are volatile liquids 
or solids. With these, the first step is to ascertain whether, under the most 
adverse circumstances, the vapour is likely to present a hazard. If the 
sample is a liquid, it is introduced into a bubbler maintained at constant 
temperature and an air stream is passed through it. A concentration 
approaching saturation can be achieved if a sintered glass disc is used to 
break up the air stream into fine bubbles. The atmosphere then enters an 


exposure chamber in which a group of experimental animals is exposed daily 


for a period of at least three weeks, though the experiment will be terminated 
earlier if severe toxic signs or death occur. ‘The vapour is regarded as 
presenting no special hazard if a careful examination of the animals during 
the exposure period reveals no signs of any toxic action, and nothing abnormal 
is seen at autopsy or at histopathological examination of the major organs. 
If the sample is supplied in the form of a granular solid, then the air supply 
for the exposure chamber is passed through a column of the granules. If the 
particles are very fine it may be necessary to disperse them on a granular 
material such as pumice. 

If a potential toxic action of the vapour is revealed in these experiments, it 
is necessary to expose groups of animals to progressively decreasing con- 
centrations for periods of at least three weeks, until the threshold concentration 
for toxic action is reached. For this purpose, the vapour concentrations 
used must be known with a reasonable accuracy. A dynamic procedure, 
that is, one in which the test concentrations in air are continuously generated 
and led into the exposure chamber, is to be preferred to a static method, as 
the former permits adequate ventilation with removal of carbon dioxide, 
water vapour and other waste products. The dynamic procedure also 
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which should have been passed through a 300-mesh sieve, is placed 
to bring 


vertical glass tube which is slowly raised at a constant speed 


suriace of the powder into contact with a static head which picks 


an air stream Intermittent 


nd introduces it into 


powder al 
ivoided by applying an oscillating rotary motion to the vertical glass tube 


\ variety of chambers may be used to expose experimental animals t 
test atmosphere, but the preferred design for small animals is in the form 
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CONTRIBUTION A L’ESTIMATION 
TOXICOLOGIQUE DES SUBSTANCES CHIMIQUES 
INDUSTRIELLES 


B. BARHAD et SULAMITH PALLADI 


Sectia Igiena Muncii, Institutul de Igiena st Sanatate Pul 24. 


Bucaresti, Romina 


La toxicologie industrielle naquit comme dis¢ ipline a la suite des nécessite 


pratiques de défense contre l’action nocive sur l’organisme des 


substances chimiques. Quoique s’occupant largement a l’heure actuelle 


d'une série de problémes théoriques de grande importance, une des charg: 
fondamentales qui subsiste encore est constituée par le sujet de ce symposiun 


c’est-a-dire l’estimation des limites tolérables pour les substances toxique 


utilisées en industrie. Nous considérons, comme é¢tant particulierement 


dans |’e tape actuelle des re« her« hes. d accorder une attention speciale 


succession d¢ méthodes utilisées et a l’établissement des criterium 


gatoires pou! atteindre ce but. Nous essayerons a¢ synthéti el 


; 


perience accumulée au cours de plusieurs années et de tirer les 

les plus générales en ce qui concerne la possibilité d’estimer les limites 
tolérables Nous nous référerons surtout aux substances nouvellement intro- 
duites dans l'industrie ou a celles moins connues et moins étudiées au point 
de vue toxicologique en Roumanie 


Les tests de mortalité permettent d’estimer tout d’abord I|’étendue de 

le toxicité de la sul tance étudiéc Dans ce but nous employons a 

notre laboratoire des concentrations ou des doses progressives pour établi 

DL joo, la DL. et la dose mortelle minime. st ainsi que les substan: 
lel | } 


volatiles, telle jue le buthvlate de vinyle’, |: lorul chioracetyie- 


diverses essences roumaines®, efc., on a utilisé la méthode |’intoxication 


] 


SUI la Souris blanche de Krawkow le temps a expositi 


maintenu en général a 2 h, en faisant varier seulement les concentrations 


Pour les substances non volatiles, tel que le superphosphate‘, pour lesquelle 


presente d‘importance seulement la dose administrée, « F utilise pou 


] 


‘intoxication la voie intragastrique au moyen d’une sonde, $ que pour 
le nitrobenzéne on a eu recours A la voie parenteérale 


La DL... est estimée en intégrant les résultats obtenus a |’aide 


0 
gression de doses d’aprés la formule proposée par Behrens. En 
concerne ies substance es volatiles, nous avons constate qi i est necess 


calculer, a part la CL,. (concentration léthale, 50 pour cent) pour les 
d’exposition a la substance toxique, une CL,, pour toute la durée de |’obser- 


ition L’expérience ac quise par la recherche de la toxicité du chlorure de 


chloracétyle a montré que, pour ce temps d’exposition, la CL,,=11,1 mg/! 


tandis que pour tout le temps d’observation (24 h) la Cl st seulement de 
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1—2000/24 h). L/utilisation des méthodes biox himiques nous a permis de 
trouver encore d’autres indicateurs de |’état d’intoxication par le superphos- 
phate, comme par exemple I’activité de la phosphatase sanguine’, le taux du 
calcium sérique,’ la cholinestérase sanguin'’®, et de |’intoxication par le 
nitrobenzéne, comme par exemple la catalase et la péroxidase sanguine!!”, 

Les méthodes morphologiques nous ont permis de déceler une série de 
modifications fines qui nous fournissent des indications précieuses sur |’action 
des substances himiques sur les divers organes et systémes. Dans | ’intoxi- 
cation par le chlorure de chloracétyle ont été mises en évidence des modifi- 
cations histologiques qui plaident en faveur de l’opinion, s’appuyant sur 
tests de toxicité, que l’action de cette substance peut étre comparée, en 
générale, a celle du chlore. 

L’importance des méthodes hématologiques en toxicologie est bien connue, 
mais il faut que le choix des tests traduisant des modifications caractéristiques 
produites par la substance respective soit précedé par une étude hématolo- 
gique complexe. Pour connaitre les modifications hématologiques qui 


apparaissent au cours de |’intoxication par le nitrobenzéne, on a effectué une 
étude complexe en recherchant, a l’aide de 16 tests différents, les r 
rouge, de la série blanche, des thrombocytes et de 

hématogene’*"*, On constate la présence de l’anémie freq 
mentionnée dans la litérature ,sans qu’elle soit toutefois de caracté: 
gatoire. La réticulocytose est par contre trés marquée: elle apparait dans 
tous les cas, méme dans ceux ow il n’y a pas d’anémie. 
une intense leuc Opt nie qul peut étre pre cédée pal ul 
Les corps de Heinz, dont la présence est cons 

athognomonique, apparaissent en grand nombre, m 

ut conclure que dans l'étude de l’intoxication 
obligatoire d’utiliser plusieurs tests hématologiques en méme temp 
pouvoir estimer les risques résultant de l’exposition a des doses déterm 

Les méthodes physiologiques nous fournissent des indications sur les 


modifications fonctionelles qui apparaissent a la suite de |’administration des 
lus petites doses de la substance toxique. lles,ci les méthodes qui 
sadressent au systéme nerveux central, et 
wale (Lyublina, Katliarevski) nous offrent 
certitude la dose limite tolérable en milieu 


méthode de Lyublina dans l’intoxication par le thylate de vinyle 


établi que la concentration limite qui actionne sur le lexe de flexion chez 


le lapin est de 1—1,6 mg/I., tandis que la CL,, 


Poul 


| 
mg/l., la CL;, pour 24 h d’observation de 49 mg/l. et la concent 
narcotique 50 pour cent=27,2 mg/l. L’étude de Il’activité nerveuse supér- 
ieure par le méthode de Katliarevski a mis en évidence le fait que les con- 
centrations limites des vapeurs de buthylate de vinyle qui provoquent des 
désordres de l’activité réflexe conditionnée sont méme de 

0,1-0,7 mg/l. 


Selon notre opinion |’étude des doses limites tolérables impose obliga- 


DL», et 


0oo> { 


toirement de parcourir la premiére étape des recherches (DL, 
ce qui concerne les méthodes bioc himiques, morphologiques et physio- 
logiques nécessaires pour corriger et préciser les données obtenues au cours 


de cette premiére étape, elles doivent étre utilisées en rapport avec les divers 
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LES EFFETS PHYSIOLOGIOQUES DU 
TRICHLORETHYLENE SUR DES REACTIONS 
CONDITIONNE DULLES RAT 
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d’essais par jour et en prolongeant les intervalles entre le 


les chocs électriques. On obtient ainsi une augmentation 
ibre des réactions conditionnelles. Un groupe de 6 rats a 
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s rats exposés au trichloréthyléne en moyenne un 

a formation de la réacti ynditionnelle Au 
poul - rat - p au Olal 347 
s conditionr i * premier jour 


troles a diflférence entre les deux lots 


peul 


effets 





THRESHOLD EFFECTS OF TOXIC SUBSTANCES 
ON SOME FUNCTIONS OF THE CENTRAL 
NERVOUS SYSTEM 

M. HorvaAtTu 


Oddeleni fysi Yost vove cinnost 


bt, 
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he development of production techniques and health engineering i 


gradually eliminating the dangers from acutely active harmful factor 
Che study of the reaction of the organism to the chronik 


mental factors of less intensity is, therefore, becoming one 


problems in hygiene. This change is also leading to more exa: 


hygienic standards. Although the problem is of the utmost 
industrial toxicology, methods for its solution have n ‘t receive 


attention from either the practical or theoretical viewpoint 


lhe methods so far used are suitable for the examination of clear- 
of intoxication in the clinic, or for the pharmacological evaluation 
toxic effects of rather large doses, but cannot indicate the fi 


duced by the chroni threshold effects of toxic substance 
allowable concentrauons are vgene rally 
adequate objec tive foundation. 


\s to the theory of threshold toxicity, the essential problem is con 


less with obviously pathological processes than with those w! 
less physiological From this point of view it is necessary 
physiological principles, such as the different effects of a partic 
administered in small and large doses (Arndt and Schulze’ 


ii 


two-phase effectiveness, in the sense of the theory of parabiosis of 
non-specific and summation effects, etc. ‘The threshold action is 
great extent by secondary factors, by the actual functional state 


organism, and its individual! reactivity, especially '*) e reactivity 


sensitive neurohumoral system With different le 


doses, the qualitative side of the effect can also change to 


We can study the direct or indirect effects of materials on the physiological 
processes at three qualitatively different levels, i.e. from the point of view of 


their influence on 


1) elementary biochemical and biophysical phenomena; 
ii) the functions of individual organs and systems; 
il) the adjustment of the organism as a whole to its environment 


With massive doses the changes can be more apparent at one of these level 


i.e. on that in which it acts in a so-called specific manner as, for example, 
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the Czechoslovak hygienic standard, i.e. 400 ug/l. The greatest changes 
were in the discriminative behaviour (differential inhibition). In addition 


to simple food reflexes, consisting of running to the feeding trough, the 


Voronin-Skinner method, in which rats learn to press a pedal to obtain food, 


was used. 

Che question of the different sensitivity of the different kinds of conditioned 
and unconditioned reflexes has been discussed several times, and it is known, 
for instance, that the defensive reflexes are less sensitive than the food 
reflexes. While we observed marked changes in the discriminative food 
reactions of rats with a trichlorethylene concentration of 400 ug/l., Grandjean 


and Bat 


tig did not observe any changes in conditioned defensive reflexes 
with concentrations several times higher. Their results were influenced by 
the fact that they did not use discriminative behaviour and it is differential 
inhibition that is the first to alter. Dews showed with pentothal and 
chlorpromazin that, by reinforcing conditioned reactions in two different 


ways, using the same apparatus, changes can be observed which are eithe1 
parallel or opposed to one another. It is, therefore, very important to choose 
adequate indicators, and to keep to a standard procedure, 
true picture of the methods and to be able to compare th 
laboratories. 
For vat nditioned reflexes and 
structed an apparat vith rammed 
enables much experimental information 
standard conditions It eliminates the 
» differences in the ski 
further statistical work 
A further way to evaluate the excitability 


by testing the threshold of electrical stimulation. 


systems for this purpose is the motor zone o 
lor chronic experimentation may easily be 
tion results in a directly visible effect. 
rhythmi 
ate anaesthesia with lepth anaesthesia 
activity and E.C.G.),. ater, we tried to use th 
f 


industrial poisons of 


ind parathior 


nzene, toluene ane 


smaller extent we tried t ze ations of some 
lunctions ol men 10to!l I tion ‘Tlexes, association 
diagnostically the preclinical bances a man exposed 
lorethylene, the ha n nignel ery were correlated 
reaction urine; in a mi ases these changes 
the positive biochemical rez lo follow the 
influence of harmful substances on human subjects, 
number of physiological methods, ¢. measurement of 


sensitivity of the eve. 
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LA CONCENTRATION LIMITE ADMISESIBLE DANS 
L’INTOXICATION PAR L’OXYDE DE CARBONE 


(Recherches sur le lapin) 


ur, L. Pecora, S. Fati et C. VECCHION: 


Les recherches de plusieurs auteurs s’accordent pour conveni! que la con- 
centration limite admissible de CO, pour une exposition de plusieurs heures, 
de 100 p.p.m. De méme les concentrations de 400-500 p.p.m. 
heure, ne sont pas la cause d’efiets nocifs 


Des récentes recherches faites dans |’Istituto 


di Medicina del Lavoro de Naples ont demontré que |’intoxication tant 


aigue que chroni jue s accompagnent constamment de variations caracté- 
ristiques et constantes de la sidérémie, de la protoporphyrine libre érythro- 
cytaire et des coprroporphyrines urinaires 

Ces troubles métaboliques sont présents dans |’intoxication chronique, 
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protoporphyrine libre értyhrocytaire et des coproporphyrines, qui sont |’ex- 
pression de troubles métaboliques qui, méme-ne causant pas de mani- 
lestations cliniques évidentes, constituent la preuve d’une intoxication latente. 


4 
E 

Co 
~ 
© 
v 
7 














LA CONCENTRATION LIMITE ADMISSIBLE DANS 
L°INTOXICATION PAR LE FURFUROL 
(Recherches sur le lapin 

Pecora, N. CasTreciino et O. ELMiIno 
Istituto di Medicina del Lavoro dell’ Universita di Napoli, Ita 


Le furfurol, ou aldéhyde furanique, est une substance liquide, presque 


incolore, d’odeur aromatique, a point d’ébullition de 161°, et le poids spéci- 
, 


hique de |,1634. Il est soluble dans Il’alcool, l’éther, et en autres solvants 


organiques. Dans |’eau il est soluble dans la proportion du 8 pour cent 
1? ] 


température de l’air ambiant. Dans l’industrie on l’emploie comme s 


l’affinage des huiles lubrifiantes, dans la fabrication de la 


synthétique, de la teinture pour souliers, laines, tissus, des résines 


substances plastiques. 

Les études sur la toxicité du furfurol sont trés peu ymbreuses, en 
ticulier pour des petites doses. La symptomatologie de |’intoxication se 
référe surtout au systéme nerveux central, au foie, au rein et au sang. Dans 


ces recherches on veut établir la dose limite admise pour les lapins Ona 
admunistré le toxique soit par vole musculaire soit par vole respiratoire. 
Comme il résulte des tableaux, on a intoxiqué plusieurs groups de lapins 
avec des concentrations décroissantes de furfurol, et |’intoxication a ét 
suivie au moyen de l’examen du sang et de la moelle, des épreuves de la 
fonction du foie (aminoacidémie, bromsulfonephtaléine test, tes - flocula- 
tion, protidémie), et de la fonction rénale (clearances: filtration glomérul- 
aire par la créatinine endogene, flux plasmatique rén t taux maximum de 
résorption tubulaire par l’acide p-aminohippurique 

L’administration d’une seule dose de 0,50 g/kg-poids, par voie musculaire, 
provoque l’apparition rapide de phénomeénes nerveux: tremblements, 
perte d’urine et de féces, paralysie complete flasque, paralysie végétative, 
respiration bulbaire et mort en 30-60 min. > dose de 0,25 g/kg-poids 
provoque la méme symptomatologie, moins aigue, ave: mort second 
au quatriéme jour. L’administration quotidienne 
de 0,025 g/kg-poids provoque des symptémes surt 

le *t le rein Des doses quotidiennes 

k 


‘ 


y-poids encore provoquent des symptémes idenuqu 


tions moins intenses. Des doses quotidiennes de 
ifestation clinique aprés 80 jours. 
Quant a la voile respiratoire, une exposition quotidienne pour 
240-280 p.p.m. provoque une irritation des muqueuses des yeux, 
a bouche, efc.; les animaux meurent aprés 8-10 jours d’oedéme aigu 
du poumon. Des concentrations de 140-160 p.p.m., dans les 
conditions, provoquent une irritation des muqueuses plus légére, et 


; 


duisent a la mort aprés 16-20 jours. L’examen histologique démontre des 
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CONCENTRATION MAXIMALE TOLERABLE DU FURFUROI 
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yngestifs du poumon et des lésions dégénératives du foie et du 
de 40-60 p.p.m., dans les mémes conditions, ne 

linique pathologique aprés 80 jours. 
imite qu'on peut administrer aux lapins, pendant 
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SCHWANKUNGEN DER 
KOHLENOXYDEXPOSITION IN EINER 
GASKOKEREI 


BORBELY 


Gerichtlich- Medizinisches Institut der Universitat 


Die endgiiltige Feststellung von Toleranzwerten fiir gewerbliche Giftstoffe 


in der Luft kann eigentlich nur durch standige gewerbemedizinische 


Uberwachung grdésseret exponierter Belegschaften erfolgen Eine solche 


ideale Kontrolle sollte tiber die Exposition und Giftaufnahme bei jedem 


einzelnen Arbeiter wahrend samtlicher Arbeitsphasen Auskunft 


erteilen, 
und gleichzeitig 


sollten periodische klinische Untersuchungen die toxischen 
metatoxischen, paratoxischen, allergischen und karzinogenen Manifes- 
an diese idealen Forderungen 


Uberwachung wurde in der Atomindustrie organis- 


tationen registrieren kine grenzende 
gewerbemedizinische 


iert, und die sich daraus ergebenden Erkenntnisse werden vielleicht in 
einigen Jahrzehnten sichtbar werden. In anderen Industriegebicten 
1iissen wir uns mit der gelegentlichen gewerbemedizinischen Untersuchung 
er exponierten Belegschaft begniigen, wobei immer im Augen zu be- 
ist. dass man die Vol I 


angegangene Exposition der Belegschaft nicht 
zu erlassen vermag 


den Jahren 1951-52 haben wi 


im Auftrag des Stadtrates Ziirich 


haft der Gaskokerei Schlieren gewerbemedizinisch untersucht 
90 aktive und 46 pensionierte Arbeiter auf 21 Jahre zuriick ex; 


Ks 
riert: aber 


dabei 2 


)- 


70 Verstorbene wurden die entsprechenden Unterlagen beigezog- 


Wir haben diese Gelegenheit beniitzt, um die Frage des Toleranzwertes 


Kohl 


enoxyd in der Arbeitsluft zu iberpriifen. 


METHODE 


ngegangene CQO-Exposition der Arbeiter haben wir an Hand der 
Betriebes und der Arbeiter rekonstruiert 


(juantitative 
Angaben waren nicht erhAltlich 


es ist aber mit Wahrscheinlichkeit anzu- 
nehmen, dass die CO-Exposition in friheren Jahren in derselben Gréssenord- 


' 


nung lag als zur Zeit der Untersuchung. 
4 wurde in mehr als 4000 in 
unmittelbarer Nahe der Nasen- und Munddofinung d 


des Arbeiters wahrend 
der Arbeit mit dem “ Analyseur de gaz Typ 80” (hergestelit durch das 


Office National d’Etudes et de Recherches Aéro: 
In menr ais 


Die gegenwartige CO-Exposition 


autiques, Paris) bestimmt 
100 Fallen wurde gleichzeitig der COHb-Gehalt im Blut der 
Arbeiter mittels der Mikromethode Wolff bestimmt. 
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KOHLENOXYDEXPOSITION 


Friihere Erkrankungen wurden durch rung det beiter, durch 
Angaben der Krankenkassen, der behan len Arzte und Spitaler sowie 


i 


' 
| 


lurch Sektionsprotokolle erfasst. 


Der gegenw’ re Gesundheitszustand le Arbeiter 
Untersuchungen festgestel] 
haben wir durch psychiatrische erganzt. In fra 
diese kursorischen Untersuchungen hinaus spezialarztliche 


durch die verschiedenen Abteilungen des Kantonsspitals Zirichdurch 


GEGENWARTIGE CO-EXPOSITION 


unserer zwei Jahre lang dauernden Untersu 


standige CQO-Konzentration in der Luft der Arbeitsrdume meistens 
nit dem Apparat erfassbaren Grenze von 2 n. Lediglich bei eine: 
nur viermal ausg ! - elnig *n lang dauernden 


beu +r Reinigermassen fiir die Trockengasreinigur 


n eine sti r héhere CO-Konzentration 
Arbeiter haben sich wadhrend dieser Arbeit 
die COHb-Konzentration im Blut hi 


wahrend der Arbeitspausen gerauch 


Wechsein der Reinigermasse 


Seitwarts stossen 
t Luftbohrer 


Arbeit 8 


eben ~ 
¢ 2 4 


Gg herausschaute 


jarette coe 


chentlich zweimal vorgenommene “it ist das 
las Durchgangigmachen d Vorlageleitungen 
Arbeit wird im Freien ausgefiih ind dementsprechen 
ngsluft keine standige CO-Konzentration vorhanden 


strOmt aber in Schwaden aus und erreicht, 
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Manometer druck 


1-7 Deckel der 7 Stossoffnungen geoffnet 





KOHLENOXYDEXPOSITION 


Gasdruck und Witterung, verschiedene Konzentrationen in der Atmungs- 
luft (Abd. 3). Ejinige Arbeiter klagten wahrend dieser Arbeit iiber Druck 
im Kopf und Schwindelgefiihle. Die COHb-Konzentration im Blut war 
besonders bei einem Arbeiter, der in der Pause geraucht hatte, merklich 
gestiegen (Abb. 4 


Eine taglich in drei Arbeitsschichten ausgefiihrte Arbeit ist die Be- 
schickung (Fillung) und Wartung (Stochern) des Gasgenerators. Die 
CO-Konzentrationen in der Atmungsluft der Arbeiter wechseln stark und 
hangen mit der Art der Ausfiihrung der Arbeit zusammen (Abd. 5). sei 
samtlichen Arbeitern, besonders aber bei den Rauchern, war ein merklicher 
Anstieg der COHb-Werte im Blut nachzuweisen (Add. 6 


Voriagenstossen 
6™ vor der Arbeit 1-27 gestossen 
ge” Voriagen 1-27 Deckelgehoben 28-45 Deckeigehoben 
10° Voriagen 28-45 gestossen 
~ Tauchhebel gereinigt 


kine andere taglich ausgefiihrte Arbeit, die mit CO-Einatmung ein- 
hergeht, stellt die Bedienung der Kokskiihlanlage dar Im Luftraum iiber 
der halboffenen Plattform konnte eine messbare CO-Grundkonzentration 
nachgewiesen werden (Abd. 7a); der Arbeiter halt sich aber nicht standig 
darin auf, sondern fahrt nur jede Stunde einmal oder zweimal mit dem Wagen 
in diese Atmosphare hinein. Wahrend der Verrichtung der Arbeit entstehen 
in der Luft stossweise betrachtliche CO-Konzentrationen (Abb. 7b). Die 
Arbeiter haben wahrend der Arbeit und nach der Arbeit keine auf eine 
akute CO-Wirkung hinweisenden Beschwerden gehabt: die COHb-Wert« 
im Blut waren jedoch, besonders bei einem Raucher, merklich erhdht 

155. 8 


Bei verschiedenen anderen taglich ausgefiihrten Ofenarbeiten waren 


periodisch wiederkehrende stossweise Erhéhungen der CO-Konzentration 
in der Atmungsluft vorhanden. In Add. 9 und /0 sind die VerhAltnisse bei 
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Zentralgeneratoren 
: Fullung 
Zentraigeneratoren 5 
Fullung 


6 


» | 


Zentraigeneratoren - 
Stochern Zentraigeneratoren 
ate Stochern 


3 





KOHLENOXYDEXPOSITION 


der Bedienung der Lademaschine und des Wechselganges mit den korre- 
spondierenden COHb-Kurven wiedergegeben. 


Eine taglich wiederkehrende CC )-Exposition war demnach 


nur bei den 


Ofen- und Generatorarbeitern vorhanden, die d Einfachheit halber im 


folgenden als Ofenarbeiter bezeichnet werden. 


Zentralgeneratoren 


nach der 1. Ladung 10*°nach dem 3.Stochern 


nach dem 2 Stochern§ 11*’vor dem 4 Stochern 


dem 3 Stochern 1??nach dem 4 Stocherr 


2 


3 
© 
Lc 
€ 


VORANGEGANGENE KRANKHEITEN 


[ » infolge der wiederholten Einatmung von Kohlenoxyd eventuell 
entstandenen toxischen, metatoxischen, paratoxischen, allergischen oder 
karzinogenen Manifestationen erfassen zu kénnen, haben wir die Arbeits 
abwesenheit (Absenteismus) der aktiven und pensionierten Arbeiter 
riickblickend auf 21 Jahre zusammengestellt. Unsere Erhebungen in 
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KOHLENOXYDEXPOSITION 


Durchschnitt der Erkrankungstage 
pro Arbeiter und Dienstjahire — 
3 Unfalle (seit 1932 registriert 
ES Rheuma 
[> Atmungsorgane 
G2 Kreisiauf 
3 Magen-Darm 


cal aa | 
fengase Staub tenzo 


Zahl der 

Arbeiter 250 185 178 49 
Durchschnitt- 

alter 47 48 48 46 


Bezug auf die aktiven Arbeiter 
gestellt. Die durchschnittlichen Absenztage 


jahr haben folgende Zahlen ergeben 








Ein Zusammenhang zwischen Unfallen und wiederholte: 
von Kohlenoxyd war nicht feststellbar. Die etwas iiber dem 


hegenden Zahlen der Hautkrankheiten der Ofenarbeiter hin 
T 


Verunreinigung der Haut und nicht mit der CO-Ei 
Die Arbeitsabwesenheit der Ofenarbeiter infolge Kreis 
den allgemeinen Durchschnitt nicht erreicht. Die ht iberd 


chnittliche Zahl ihrer Erkrankungen der Atmungsorgane hanet 


; 
scheinlich mit der Einatmung von anderen Bestandteilen des Rauchgas« 


als Kohlenoxyd zusammen. Die leicht tiberdurchschnittlichen Erkrank- 


ungen der Bewegungsorgane (Rheumatismus) hdangen wahrscheinlich 


mit den Temperaturdifferenzen, denen die Ofenarbeiter ausgesetzt sind, 
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STERBLICHKEIT UND TODESURSACHEN 


Sterblichkeit 
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Are 

















, | | 
23 Prozent der verstorbenen Arbeitet 


Geschwiilsten bei ihnen betrug aber 

gen Geschwiilsten der Mund- und 

gar 66 Prozent. Die Zahlen 

1 Statistisch gesicherten Tatsachen sprechen zu 
mit Wahrscheinlichke 

Otenarbeit 


i if di inatmung eines 
Die Ursache dieser karcino- 


Ss cingeatmeten 


cheinlicl 
1 suchen ber die Rauchgewohnheiten det 


vir leider nicht orientiert 


GEGENWARTIGER GESUNDHEITSZUSTAND DER AKTIVEN 
UND PENSIONIERTEN ARBEITER 


aut, des Bew ungsapparates, der 


rdauungsorgane, der Leber- und 
Gallenv Sinnesorgane und des Nerven- 
Dur hschnitt zu [ ngunsten del 


systems eI 


Otfenarbeiter 





BORBELY 











KOHLENOXYDEXPOSITION 


war eine luetische Encephalopathie (Paralysis progressiva, Taboparalysis 
vorhanden In 2 Fallen haben wir Resterscheinungen nach Encephalitis 
bzw. nach Meningoencephalitis vorgefunden. In 2 Fallen wurde eine 
leichte toxische Encephalose auf Benzol, in einem dritten auf Blei zuriick- 
gefiihrt. In 4 Fallen war ein organisches Psychosyndrom durch Alko- 
holabusus bedingt. Bei einem Ofengasen gegeniiber nicht exponierten 
Arbeiter konnte die diffuse Gehirnschadigung mit einer allgemeinen Ar- 
teriosklerose, in einem anderen Fall mit Morbus Buerger erklart werden. 


In 2 Fallen war eine posttraumatische Riickenmarkschadigung vorhanden, 








r T 
eriphere Durchbiutungsstorungen 


— +————_—_— + 








31-40 41-50 51-60 61-65 


Jahre 


einem anderen handelte e ndeutig um Sklerosis multiplex. In 
| 1ien waren Ze nen ne! Oxiscnen | ncephalopat! ic la h S( hwe rer 
in 2 Fallen Iche einer mxischen Encephalose nach mittel- 

akuter Kohlenoxydvergiftung vorhanden. 
illen haben wir Storungen de vlrap nidalen mol ysten 
lelte es sich um einen 62j4hrigen, Ofengasen 
exponiert Arbeiter mit alkoholischer Lebercirrhose Im 
ar der hrige Arbeiter Ofengasen gegeniiber nur als 


exponiert; es handelte sich um die klassischen Zeichen eines 
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SOME DATA ON TOXIC OR MAXIMUM 
ALLOWABLE CONCENTRATIONS OF CARBON 
DISULPHIDE 


M AGOS 


Mune 1é0¢ €LUL jl Inte et, Bi 


Artificial silk is made by the viscose process in Hungary Systematic air 
analyses and medical surveys have been carried out in a viscose rayon factory 
for the purpose of studying the maximum allowable or toxic concentration 
of carbon disulphide. In view of the fact that widely varying concentrations 
may give misleading results, we have not drawn any conclusions 
investigation of persons working in the churn-room or in any other pl 
work apart from the silk spinnery. In this latter place the average exp 
was 54-0 mg/m* with a standard deviation +7 U, 3 1 concent! 
carbon disulphide of about 100 g/100 ml. was found in the blood 

wrkers It was of great interest to ascertain whether persons WOI 

yng time in such relatively low air concentration 
of carbon disuly hide. In view of the fact that 

» has a vascul tropic ¢ tiect, a short-term « xposur¢ 
clusions be drawn about the lowest toxic concentration 
examinations, and our conclusions, were limited We were al 
only the effect of concentrations of 47-61 mg/m* on workers 


5-12 years. 


Our neurological consultant, Dr Szobor, examined 20 persons who ha 
been subjected to such exposures. Out of these 20 persons 6 showed sign 
of mild or moderate vascular encephalopathy. According to Attinger and 
Vigliani, this disorder can be directly related to exposure to carbon disul- 
phide. Vasovegetative neurosis associated with increased tendon reflexes 
and static tremor was diagnosed in 9 persons, incipient hypertony wi 
) 


‘r symptoms in pseudoneurasthenic syndrome in |, atheroscleroti 


" " 


, : 
manifestation with chronic alcoholism in 1, and negative n Picai Status 


) 


20 persons examined. We saw h rtony in 5 persons. 
We do not want to discuss, however, the connection betw 

to carbon disulphide and the vasovegetative neurosis associated with other 
neurological symptoms, but it should be noted that Dr Szobor found this 
disorder in many other people exposed to carbon disulphide. ‘The great 
number of the neurological disorders and especially the 6 cases of encephalo- 
pathy demonstrate the toxic effect of exposure to about 50 mg/m* carbon 
disulphide. The toxic origin of encephalopathy is also demonstrated by the 


fact that out of these 6 persons, 4 are 31, 32, 34 or 38 years of age. 
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LES LIMITES TOLERABLES DANS LES 
MILIEUX BIOLOGIQUES: ASPECTS 
ANALYTIQUES, BIOCHIMIQUES ET 

PHARMACOLOGIQUES 


R. TRUHAUT 
Université de Paris, Franee 
La concentration des substances toxiques dans les atmospheres indus- 
trielles est é€videmment le facteur a considérer en premier lieu pour apprécier 
les risques d’imprégnation nocive des sujets exposés et établir des mesures 
de prévention en conséquence. Mais la détermination de cette concentration, 
surtout lorsqu’elle reste au voisinage du maximum tolérable, ne saurait 
suffire a elle seule. Ce qui importe en effet pour le déterminisme des 
phénoménes toxiques, c’est évidemment, en dehors des variations de sensi- 
bilité individuelle, la concentration au niveau des récepteurs sensibles. 
Cette concentration dépend, certes, de celle réalisée dans le milieu d’ex- 
position, mais aussi des conditions d’absorption pouvant varier, dans d’assez 
larges limites, en fonction de divers facteurs tenant soit au sujet, soit aux 
circonstances dont s’accompagne l’exposition toxique, et, en particulier, 
en dehors de facteurs physiques telle que la température extérieure ou des 
dimensions des particules dans le cas de solides dispersés sous forme d’aérosols, 
présence dans |l’atmosphére considéré, a cOté du toxique examiné, 
‘autres agents chimiques susceptibles d’entrainer des phénoménes de 
syvnervie. 
I] ne faut par ailleurs pas oublier que, au cours des expositions profession- 
nelles, sont 4 considérer d’autres voies de pénétration que la voie pulmonaire, 
en particulier la voie digestive et surtout, au moins pour les nombreux 
toxiques industriels liposolubles, la voie cutanée. II en résulte que, trés 
souvent, méme avec des concentrations trés basses dans l’atmosphére des 


lieux d’exposition, s’observe, par suite, par exemple, de contacts avec la peau 


ou les muqueuses, une pénétration dans l’organisme de quantités largement 


suffisantes pour déclancher des effets nocifs. 

En outre, se pose trés souvent aux médecins du travail, la question de 
savoir si un sujet actuellement non exposé a pu accumuler a |’occasion 
d’expositions antérieures, une certaine quantité de toxique dont il faut 
évidemment tenir compte pour apprécier les risques d’une nouvelle ex- 
position. 

Pour toutes ces raisons, un grand intérét s’attache a la détermination de la 
concentration du toxique dans l’organisme méme L’idéal serait évidem- 
ment d’effectuer cette détermination au niveau des récepteurs sensibles. 
Mais, pour la trés grande majorité des toxiques industriels, cela n’est pas 


réalisable et le chimiste toxicologue doit par suite effectuer ses déterminations 
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LIMITES TOLERABLES DANS LES MILIEUX BIOLOGIQUES 


l’air expire et, dans certains cas spéciaux, sur les phanéres, le tissu osseux et 


la moelle osseuse. 

Nous envisagerons successivement chacune de ces matiéres biologiques, 
De tous les organes d’élimination, le rein est, de loin, le plus important, 
ul que sont excrétés la plupart des toxiques fixes, minéraux ou 


organiques L’¢ tude de l’urine dans le dépistage aes impr gnations toxiq u¢ s 


et c est par | 


d'origine industrielle est donc du plus haut intérét, surtout étant donnée la 


facilité de son prélévement De plus, étant donnée la moindre complexité 


milieu par rapport aux autres matieres biologiques, la recherche des 


olsons, aussi bien minéraux « u’ organi ues, y est relativemens aisee. Mais 
| i ’ 


du fait méme que Pex retuuon urinaire represente un processus d’« lumination, 
on peut prévoir que, dans le cas de nombreux poisons, dits cumulatifs en 
raison de leur longue rétention dans l’organisme, il soit difficile d’établir une 
correspondance entre la concentration du toxique dans l’urine et le degré 
d’imprégnation du sujet. Il en est typiquement ainsi dans le cas du mercure. 
Cependant, dans le cas du plomb, la détermination des concentrations 


urinaires est trés en faveur*® *®', Cette détermination présente également 
un grand intérét lorsqu‘il s’agit d’apprécier |’élimination de produits de 
transformation metabolique, tels que les sulfoconjugués formés a partir de 
phénols résultant de loxydation nucléaire du benzéne, |’acide trichlor- 
acétique et le trichloréthanol formés a partir du trichloréthyléne', et | 


p-aminophen | dérivant du nitrobenzéne ou de |l’aniline?®®, Ces méta- 


bolites constituent en effet des indicateurs d’exposition l’élimination 


al retardée par rapport 4 celle des toxiques originels. 


yuUlLeNONS Cl . jut dosage efiectue sul urine ne présente de signinica- 


est d’ailleurs en 


réelle ; ‘ * execute sur un échantillon moyen des urines de 


h, recueillies dans un récipient propre, conservées en lieu 


éventuellement additionnées (sauf contre indication partic uliére) de | 
toluéne par litre L’emploi comme antiseptique de cyanure de mercure ou 
de sel > sodium de l’acide éthylmercurithiosalicylique (merthiolate de 
sodium) est évidemment absolument contre indiqué pour les prélévements 
d’urine en vue du dosage du mercure 


Les feces sont intéressantes 4 analyser dans le cas des toxiques tels que 


les 
métaux lourds (plomb, cadmium, é¢éc.) s’éliminant, par suite, au moins en 


partic, d’une excrétion biliaire consécutive a une fixation hépatique, par la 


voie intestinale. Mais, si l'on veut obtenir un bilan précis, il convient d’étab- 


iil des ( ynditions de prélévements rigoureuses pal exemple 


marquage pal 
l'emploi de 


ii 


colorants appropries des selles correspondant a une période 
déterminée 


I] est bien connu que certains toxiques peuvent s’éliminer dans la sali 


GLive, 
] 


substances diffusibles tels que les bromures ou iodures 
alcool ethylique, d’alcaloides tels que la caféine, les amphe t- 
amines, |; caine et la quinine, et aussi des métaux lourds tels que le 
plomb***, le mercure, le cadmium, le bismuth’ !®, et 


le thallium! ! 


ces derniers, générateurs de lésions rénales, i! semble que 


salivaire, qui s accompagne le plus souvent d’une part de 


part d’un liséré gingival caractéristique (liséré gris terne 
saturnisme, liséré mercuriel gris, liséré bismuthique gris 
dentaire du cadmium, ef provenant sans doute de la 
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LIMITES TOLERABLES DANS LES MILIEUX BIOLOGIQUES 


ont, sur ces bases, recommandé la détermination de CO dans 


i al 


comme test d’exposition 


Il reste certainement encore beaucoup 


analyse de l’air expiré au dépistage des impreég 
toxiques gazeux Ou volatils Une des difficult rem 


conservation des prélévements Déja, Liljestrand!’® avait 


l"emploi de ballons de pre lévements en verre en vue du dosag 


des pertes provenant de la condensation sur les paroi 
le cas a peu prés général, la conservation n'est pas assuré¢ 
Par ailleurs, | emploi de ballons de « aoutchour »p 

n’est pas recommendable; la paroi est en effet 


toxiques volatils, et en particulier a l’alcool et au 


plus souvent nécessaire d'effectuer le prélévement ¢ 


action immeédiate sur le réactif mis en oeuvre 


Peau et Phanére Le réle de la peau comme organe d’é! 
encore ymplétement connu, mais s’avére indéniable 


particuliers C'est ainsi que divers auteurs ont sis 


par la peau considérée indépendamment d 
Cristol, Fourcade et Benezech™ trouve 0,15 mg d’arsenic par g de 
ments de peau provenant d'un malade atteint d’érythrodermie exfoliante con- 


cutive a une intoxication arsenicaic, cependant que Pierquin, 


t Tubiana®*"*, utilisant I’ ‘nic radio-actif 7*As, ont montré, 


se concentrait rapidement (en quelques heur« et électivement dans 


l’épiderme des malades atteints d’érythrodermie maligne pour atteindre plus 
tardivement (50eme heure) une teneur encore beaucoup plus élevée dan 
les squames C’est ainsi également que Meillére’* a dé 


des saturnins une teneur relativement élevée en plomb 


' 
iC@-INe;rl 


Mais la presque totalité des recherches a porte non sur la peau el 


mais sur ses annexes. Nous envisagerons tout d’abord a cet égard Ik 
concernant |¢limination par les gland l ipares, glandes 
surface cutanée et dont le nombre serait, « 


de deux millions I] est certain que l’on retrouve dan 


notamment le fluor®’, l’arsenic, le bismuth, le mercure et le 


’élimination sudorale de ce dernier élément que Shields**’ attrib 


j a 
fréquence moindre des cas de saturnisme a Melbourne pendant la saison 


chaude, par rapport a la saison froide. A ce sujet, il nous parait intéressant 
signaler les tests de la sueur, préconisés successivement par Alvin ef 


par Hennequet ef a/.'**, tests dans lesquels ces auteurs ayant pou 


diagnostic de la maladie fibro-kystique du pancréas, recueillent sur ur 


i) 


préalablement pesée la sueur locale consécutive a l’injection intradet 


d’une substance parasympathomimétique, l’oidure de_ triméthylfu 


ammonium (Furmethide) pour les premiers, le p-toluéne sulfonate de tri- 


méthylfurfurylammonium (Fasostide) pour les seconds. Ce test inoffensif, 
a la portée de tout laboratoire puisque ne nécessitant aucun matériel partic- 
donne des résultats tout a fait superposables a ceux des tests pal 
t) rilat he 7. | " ? “it " re ‘ ] _ . } - 
stimulation the rmiqu¢ ll serait peut-etre interessant a appuquer en hygiene 
industrielle pour suivre |’élimination de certains toxiques par la 
L’analyse de la sueur peut étre intéressante d’un autre point de vue que 


celui del’élimination. Dans lacasdu parathion, par exemple, Parmeggiani?”” 
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LIMITES TOLERABLES DANS LES MILIEUX BIOLOGIQUES 


Pour en terminer avec l’arsenic, nous rappellerons que la détermination 


de la teneur des ongles en cet élément peut également fournir d’utiles in- 
dications. Ne dépassant pas 400 ug pour 100 g chez les sujets normaux, 
elle peut atteindre jusqu’a 30 mg pour 100 g dans les intoxications subaigués 
ou chroniques. L’arsenic se localise alors plus particuli¢rement dans les 


bandes blanches décrites par Mees qui constituent un signe classique di 


l’intoxication arsenicale chronique. 

Le passage du plomb dans les phanéres au cours de l’intoxication chro 
par ce métal a été démontré, entre autres, par Meillére'®*, qui a trouve 
des saturnins morts en pleine période d’intoxication, des taux de 50 a 55 
pour 100 g dans les poils des aisselles et du pubis et de 20 4 270 mg pour 100 
dans les cheveux (parallélement 60 a 180 mg dans les dents, 1,8 : 
le foie, 0,6 4 3,5 mg dans le rein, 0,2 a 4,4 mg dans la peau, 0,4 a 
les cétes et les cartilages costaux). Cette élimination par les | 
de méme que |’élimination salivaire, considérée en général 
conséquence de l’altération du filtre rénal entravant l’élimination nor 
du toxique par l’urine. 


D’autres métaux lourds s’éliminent également par les poils. 


ainsi du thallium, ainsi que nous avons pu le démontrer en étudiant spectro- 
’ j 


] 


graphiquement les localisations et |’élimination des sels thalleux au cours de 


l’intoxication a long terme chez le lapin et chez le rat®7*: 274. 287, En colla- 
boration avec Blanquet et Capot**!-**8, nous avons confirmé cette k 
en injectant a des ratons nouveaux-nés du thallium radioactif 

nous avons retrouvé dans les poils au moment de leur pousse, ct 
que, chez le lapin, nous avons pu, confirmant ainsi les constat 


lhyresson*’®, apporter la preuve autoradiogra ie de l’accumi 


cet élément a la base du poil, au niveau du follicule pileux, acci 
d’un grand intérét pour la compréhension des effets alopéciants qui consti- 
tuent un des signes pathognomoniques de l’intoxication subaigué ou 
chronique par le thallium. 

Le cadmium également s’accumule dans les phanéres 
l’'avons démontré en étudiant, avec Boudene?’ 
chez le lapin. Nous avons confirmé cette localisation chez les suj 
a l’inhalation de poussiéres d’hydrate de cadmium dans la fal 
accumulateurs dits “ alcalins’’. Examinant les poils du pubis, 


trouve jusqu’a 2,86 mg/g de cadmium. 


Des éléments autres que les métaux lourds peuvent se retrouv 
phaneres a des concentrations relativement importantes. 
exemple du fluor, ainsi que l’ont montré les recherches de 
Bazille®® concernant la localisation du fluor au 
aigués et surtout des intoxications chroniques chez le lapin. II en 
également du sélénium dont, d’aprés Sollmann***, on retrouve une i 
ante proportion dans les poils au cours des intoxications chronique 
fait n’est pas étonnant, si l’on rappelle la parenté du sélénium avec le 
qu'il est susceptible de remplacer dans les acides aminés soufrés 
méthionine 

[Toutes ces constatations, prises comme exemples parmi d’autres, 


paraissent démontrer l’intérét de l’examen des phanéres, tout spécialement 
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débarrassée des débris de peau et des autres portions non lipidiques et pesée 
apres avoir été séchée a l'aide de feuilles de papier. Pour |’envoi au labora- 
toire d’analyse, on place |’échantillon dans un petit récipient renfermant du 
tétrachlorure de carbone pur comme antiseptique. Lorsqu’il s’agit de dose 
du D.D.T., on peut faire appel au formol a 10 pour cent. 

L’examen des réserves adipeuses peut, a notre avis, se révéler intéressant 
pou! le de pistage des intoxications professionnelles autres que celles causées 
par les agents chimiques utilisés dans la lutte contre les ravageurs et les 
parasites des cultures. Nous pensons, en particulier, aux solvants halo- 


géncs et aux dérivés nitrés ou aminés aromatiques. 


INTERET DE LA MISE EN OEUVRE DE TRAITEMENTS 
PRELIMINAIRES 


Pour dépister certaines imprégnations toxiques inapparentes chez des 
sujets soumis a des expositions de longue date, il peut étre utile, au moins 
dans le cas des poisons cumulatifs, de faire appel a des agents dits mobilisants, 


susceptibles de capte! le toxique stocké dans divers tissus (foie, os, ef en 


fournissant des combinaisons solubles, aisément diffusibles et, par suite, 
faciles a éliminer par l’urine Il en résulte alors une décharge du toxique 
dans ce produit d’excretion, permettant a l’analyste d’apporter au médecin 
du travail des résultats significatifs pour le diagnostic. Tel est le cas pou 
l’arsenic retenu trés longtemps dans |’organisme a la faveur surtout de son 
affinite pour les groupements thiols, qui constitue d’ailleurs l'un des mécan- 
ismes fondamentaux de son action toxique C’est en partant de cette 
donnée que Peters ef a/.*'® ont préconisé, comme antidote des arsenicaux, 
le dimercapto-2,3-propanol ou B.A.L., qui débloque l’arsenic fixé sur le 
fonctions SH des protéines. Les complexes formés étant solubles dans les 
liquides aqueux, on pouvait prévoir, a priort, une décharge d’arsenic dans 
les urines. C’est ce qu’ont effectivement constaté Peters et al. et, ; 

suite, divers auteurs, entre autres Mignolet et a/.'**, Heusghem et a 

Eagle et al.®*, Chance et Lewy**, Clément*, Moureau!®®, Hashimoto!*4 
Nous-méme, en collaboration avec \ itte? 75. avons eu l’occasion de faire des 
constatations analogues chez un sujet ayant été affecté, pendant plusieurs 


| 


années, a la fabrication de l’arséniate de calcium, mais ayant quitté son 


travail depuis environ cing années. Le test d’arséniurie provoquée par 
i 


injection de B.A.L. nous a permis de dépister cette imprégnation arsenicale 
ancienne et d’expliquer certains troubles dont l’étiologie apparaissait 
obscure. 

Il est certain que l'utilisation du B.A.L. doit également 
’intérét pour le dépistage des intoxications mercurielles (cf. a 
Hadengue et al.'** 

On l’a également proposé comme agen 


diagnostic du saturnisme (Ryder et a/.**4, Telfer®®*, Vigliani et Zurlo?®®, 


; 


mobilisant du plomb pour le 


Preda et al.**°), D’aprés Preda et a/., dans les trois heures qui suivent une in- 


jection intramusculaire de 200 mg de B.A.L., se manifeste une plomburie 


d’autant plus élevée que le sujet a été exposé a un risque saturnin plus 


Mais, lorsque l’imprégnation toxique professionnelle est discréte, le résultat 
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par une formation de sulfoconjugués ainant une augment 
rapport 

S des sulfoconjugués* 

S total 

dont la valeur normalement de 0,05 a 0,10, peut s’élever a 0,4°°. Mal- 
heureusement, en dehors du fait que la proportion de benzéne détoxique 
par sulfoconjugaison varie avec les sujets, d’autres causes, alimentair« 
médicamenteuses, pathologiques (putréfactions intestinales, affections he pa- 
tiques et rénales, ef ou professionnelles (expositions au cyclohexane ou au 
271 


et a l’hexachlorocyclohexane technique. 


selon Teisinger et Fiserova-Bergerova*®*, peuvent provoquer |’augmentation 


cyclohexanol, selon Treon et al 


de ce rapport D’ot: la nécessité, pour pouvoir faire une interprétation 


correcte, d’en déterminer la valeur chez les sujets considérés avant |’ex- 


position au benzene. Elkins’*® conseille a cet égard d’effectuer une déter- 


mination le lundi matin avant le début du travail hebdomadaire et ensuite 


au terme de la période d’exposition 


64 


Dans le cas du toluéne, Teisinger et Srbova*** recommandent comme test 


d’exposition, déja étudié par Elkins’*, la détermination de la concentration 


d’acide benzoique dans l’urine, tout on soulignant la difficulté d’interprét- 


ation résultant des variations relativement considérables de valeurs 


rencontrées a l'état normal, d’ou l’intérét de pratiquer un test collectif 
Nous ne pouvons qu’appuyer cette conclusion, d’autant que la 
d’emploi, au moins dans certains pays, de |’acide benzoique comme con- 
servateur alimentaire*’*® constitue une nouvelle cause d’augmentation de la 
quantité d’acide hippurique ou, pour une faible part, d’acide benzoyl- 
glucuronique. Pour la discussion plus détaillée de la valeur du test, 
renvoyons au rapport de Teisinger. 

Dans le groupe des solvants chlorés, le ju trichloréthyléne a ét 
examiné en détail dans son rapport par Teisinger, qui a souligné |’importance 

transformation en trichloréthanol et en acide trichloracétique, méta- 


bolites constituant des indicateurs non toxiques d’exposition dont |’élimina- 


tion s'effectue beaucoup plus lentement que celle du phénol ou de l’acide 


benzoique, respectivement formés a partir du benzéne ou du toluéne. Nous 
n'y reviendrons pas et nous prendrons comme exemple le chlorphénothane 


D.D.7 ou dichlorodiphényltrichloroéthane, insecticide de réputation 


mondiale, auquel peuvent se trouver exposés les travailleurs industriels ou 
agricoles. Bien que renfermant deux restes de chlorobenzéne dans sa 
molécule, il ne subit pas la conjugaison mercapturique, probablement parce 
que cette derniére ne peut se produire qu’en para. Chez les animaux 
chien, lapin, poule, rat) auxquels il est administré, on peut caractériser 


dans l’urine de l’acide f-dichlorodiphénylacétique ou D.D.A. (White et 


go 


Sweeney*®!", Ofner et Calvery*®*, Stohlman et Smith*?®®, Finnegan et a 


egaicment de tacon trequente 
auquel on doit l'étude détaillée de 
S. Bureau of Mines’’™*, oscille normale 
benzéne, peut s’abaisser jusqu’en-dessous 


ation, la relation entre la valeur du rapport et taux de benzéne dans 
' 


» travail. Il estime que l’exposition a ur oncentratior 


yenne un abaissement Gu rapport ac 


isinger pour la discussion de ces données 
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journellement 3,5 mg de D.D.T. et 17 recevant 35 mg, soit sensiblement 


0.5 mg/kg. Hayes et ses collaborateurs notent que l’accumulation de 


l’insecticide dans les tissus adipeux, déja signalée & maintes re prises soit chez 


f 166. 2 32 ¢ ] 


l’animal! #37, 326 soit chez homme?! 157, et l’excrétion urinaire de 


son métabolite, le D.D.A., sont proportionnelles la dose de D.D.T. ab- 


sorbée, que |’état d’équilibre est atteint aprés un an environ et que la con- 


centration en D.D.T. dans les tissus adipeux atteint en moyenne 34 


chez les sujets ayant absorbé de facon prolongée 35 mg de D.D.T. par 
Ils soulignent par ailleurs que, pendant toute la du 

sujet ne s’est plaint de malaises et n’a manifesté de troub attribuables a 
ingestion de D.D.T. Considérant spécialement le probléme de la pollution 
des aliments par |’insecticide, ils en tirent la conclusion 
ment présentes dans les denrées consommeées sont sa! 

humaine. De ce point de vue, sans 

résultats de llégues américains, 

vaincu que, dans le cas de la plus forte dose 

nociis ne risqueraient pas d’apparaitre 


t plus forte ri 


» aA} 


ment cie' 
dernieéres { | voqu l’apparition 


comprend si l’on rappelle ; tre d’exen 


ntrations 


y dans ie f ( 7 absorption journaliere n¢ 


4 Ng; Kg : itetre al igine l’anomalies au 


su hépatique (apparition de liposphéres 
males étant considérablement plus sensil 
apres Ortega ef a + Ces considérations n 
ntes pour fixer les limites tolérables pour le D.D.T. 
ix biologiques, et en particulier luring réserves adipe 
appliquent aill également aux au insecticides o 
zénés pour lesquels toutefois les données son 
ure toxicologique Nous pouvons toute 
qaune accumuiation an *'S graisses ad 


162 et des divers isomeéres de | .° Nous rapp 


> et Radomski ef 


les recherches fait pal Davidow : 
bolisme de l’heptachlore, qui est un he 
utilisé comme insecticide et présent par ailleurs dans k 
Ce produit est, chez le chien et le rat, transformé on époxyde 
Va rapidement s'accumuler dans les réserves adipe ises 
auteurs on nné une méthode de dosage spectrophotom« trique qui, si le 
tabolisme se révéle chez l"homme, identique a celui mis en évidence chez 
chien et le rat, pourrait servir a la recherche de imprégnation par 


l’heptachlore chez les sujets humains exposés. 
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obscurités et, en particulier, on s’explique assez mal, dans une telle hypo- 
thése, la toxicité relativement peu élevées des formiates, A moins d’admettre 
que leur production a |’état naissant au sein méme des tissus leur confére une 
nocivité particuliére, ce qui ne cadre d’ailleurs pas avec le rdéle de lion 
formique dans le métabolisme intermédiaire révélé par les recherches 
modernes. Le réle du formaldéhyde, que nous avons pu récemment 
caractériser de facon certaine dans l’organisme de lapins intoxiqués par 


nt 


l’alcool méthylique***, nous semble plus important. I! exerce d’ailleurs 
in vitro une inhibition de la respiration cellulaire des tissus oculaires beaucoup 
plus marq uc¢ que celle exercee pal alcool méthylique**®, Etant données 
ces considérations d’ordre biologiques, le dosage, ou tout au moins la 
caractérisation, a cété de l’alcool méthylique, du formol et de l’acide 
lormique, dans les humeurs des sujets exposés, présente un réel intérét pour 
appreciation de l’imprégnation toxique. II] reste malheureusement encore 
beaucoup a faire dans ce domaine et en particulier a établir une technique 
applicable dans la pratique de l’hygiéne industrielle. Nous poursuivons 
actuellement des recherches dans ce sens. 

Nous étudierons maintenant deux représentants de la série des glycols: 
léthyléne-glycol et le propyléne-glycol (isomére 1,2 ou isopropane-diol), 
utilisés comme solvants des vernis cellulosiques et parfois de substances 
médicamenteuses. La toxicité beaucoup plus élevée du premier peut trés 
bien s’expliquer par des différences de métabolisme. II est en effet, partiel- 
lement transformé d’abord en acide glycolique, puis en acide oxalique 
auquel on rapporte généralement les effets nocifs sur l'appareil rénal, 


hématurie et albuminurie en particulier®’ 


CH,OH COOH COOH 


| 
CH,OH CH,OH COOH 
Ethyléne Acide Acide 


glycol glycolique oxalique 


Le second, au contraire, paralt donner naissance a un produit normal du 
métabolisme des glucides, acide lactique probablement, comme tend a le 
prouver la formation de glycogéne consécutive a la perfusion a travers le 


foie de chat de sang additionné de propyléne-glycol (Newman et al.*° 


CH,—CHOH—CH,OH CH,—CHOH—COOH 
Propylene glycol Acide lactique 

Ces données n’ont malheureusement pu encore étre appliquées a |’établis- 
sement d’un test d’exposition. Une telle application rencontrera d’ailleurs 
de grandes difficultés, probablement insurmontables, liées a la production 
de petites quantités d’acide oxalique dans le métabolisme normal, production 
qui s’intensifie au cours de certains états pathologiques (diathése oxalique 

Dans le groupe des dérivés nitrés aromatiques, Teisinger a étudié dans son 
rapport les transformations du nitrobenzéne dans |’organisme et souligné, 
en regrettant |’absence d’un test précis basé sur cette donnée, la production 


de p-aminophénol comme métabolite principal*. Nous n’y reviendrons pas, 


/ ie 


* Au moment de la correction des ¢preuves, nous avons ecu connalssan des travaux d 


Piotrowski et Dutkiewicz d’aprés lesquels, chez l"homme, le nitrobenzéne serait, au moins 


élimine sous forme de p-nitrophénol. 
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pratique que les sympt6émes du début de |’intoxication par le parathion sont 
en général peu apparents et que, d’aprés Waldman et a/.***, l’apparition du 
p-nitrophenol dans l’urine précéde la diminution de l’activité cholinestér- 
asique dont nous parlerons plus loin. Notons, pour en terminer avec le 
métabolisme du parathion, que, dans l’urine de vaches soumises a un 
régime renfermant cet insecticide, Pankaskie ef a/.“° ont pu caractérise1 
lu p-aminophénol sous forme de p-aminophénylglucuronide dont le taux 
correspondait a environ 10 pour cent du parathion ingéré. 


INTERET DE CERTAINES MODIFICATIONS 
BIOCHIMIQUES PROVOQUEES PAR LES TOXIQUES 


Nous prendrons comme exemples a cet égard les modifications que font 
subir certains toxiques a l’hémoglobine et la diminution di’activité de 
systemes enzymatques fondamentaux que peuvent provoquer certains 
poisons. I] ne s’agit plus alors de caractériser et de doser le toxique ou ses 
produits de métabolisme, mais d’utiliser sur le plan analytique leurs effets 


sur certains constituants ou systémes normaux de |’organisme. 


Actions des poisons industriels sur l"hémoglobine 


De nombreux toxiques agissent sur l"hémoglobine On peut les classer 


en deux grands groupes selon qu’ils fournissent avec elle des combinaisons 


dans lesquelles le pigment n’est pas dénaturé ou qu’ils provoquent au con- 
traire des altérations de sa structure. 

Le type des poisons du premier groupe est l’oxyde de carbone, qui, de 
méme que l’oxygéne, mais en manifestant une affinité environ 220 fois plus 
considérable, se combine avec |’hémoglobine selon une réaction régie par la 
loi d’action de masse, pour donner la carboxyhémoglobine. 

Dans le deuxiéme groupe, il faut citer tout d’abord les poisons sous |’action 
desquels l’oxyhémoglobine a fer ferreux perd son oxygéne et se transiorme 
en un composé a fer ferrique, la méthémoglobine incapable de fixer l’oxygéne 
et, par suite, d’assurer son transport vers les tissus. Comme exemples de 
toxiques méthémoglobinisants d’origine industrielle, il faut surtout citer 
les dérivés aromatiques nitrés (nitrobenzéne, m-dinitrobenzeéne, trinitro- 
toluéne, etc.) ou aminés (aniline 

D’autres toxiques, dits hématinisants, tels que le chlore ou l’oxychlorure 
de carbone, sont sus eptibles de dédoubler loxyhémoglobine en globine 
et hématine, qui est une ferroprotoporphyrine, donnant par réduction 
héme, qui constitue le groupe prosthétique de l’hémoglobine. 

Enfin, certains poisons, dits porphyrinisants, sont susceptibles de provoquer 
une augmentation marquée des taux de porphyrines présents soit dans les 
hématies, soit sans l’urine. Pour la compréhension des données concernant 
ce groupe de toxiques, il nous parait nécessaire de rappeler que, du point de 
vue chimique, les porphyrines représentent une vaste famille de corps ayant 
en commun le squelette fondamental de la porphine résultant de l’assemblage 
cyclique de 4 noyaux pyrroliques reli¢és par des ponts méthynes. II existe de 
nombreuses variétés de porphyrines différant par la nature et la position des 
chaines latérales fixées aux carbones périphériques de la porphine: les plus 
importantes en physiologie et en pathologie humaines sont: 

la protoporphyrine III, présente dans l’hémoglobine et existant normale- 
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diverses circonstances, les taux de coproporphyrines rencontrés dans l’urine 
peuvent atteindre 200 a 300 ug/l., voire méme davantage. Le point im- 
portant est alors de savoir a partir de quel taux, la présence de copropor- 
phyrine dans l’urine est significative pour le dépistage de limprégnation 
Saturnine. Cette question sera discutée dans la derniére partie de ce rapport. 
Nous tenons en tout cas a bien souligne! qu¢ le dosage des porphyrines 
urinaires ne doit pas étre pratiqué, isolément, mais ; a d’autres tests 
d’exposition, et en particulier a la détermination de la plombémie et de la 
plomburie et surtout a la numération des hématies a granulations basophiles 

les frottis sanguins qui, exécutée selon une technique valable, constitue, 


d’apres la quasi totalité des auteurs, le stigmate biologique k pius precoce- 
:, 


ment et le plus constamment présent dés les premiers temps de | ’imprég- 


nation saturnine. 


Quant a la détermination de la protoporphyrine libre des globules rouges, 
sa valeur mise en avant par certains est ar d’autres. C’est 


ainsi que, d’apreées Desoille et a . augmentation du taux des protopor- 
} 
phyrines globulaires manque souvent quand Lagression pal i¢ piombp 


demcure limitée et asymptomatique. 


Variations d’activité de systemes enzymatiques fondamentaux sous 

l’influence de poisons industriels 
Un exemple significatif de telles variations d’activité susceptibles de servit 
au dépistage des intoxications est fourni par l’inhibition des cholinestérases 
vraie des hematies et du cerveau et pseudocholinestérase di 
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dose de 0,058 mg/kg/jour parait étre aux alentours du seuil, car son absorp- 
tion reste sans influence sur la valeur de l’activité cholinestérasique pendant 
6 semaines, et c’est seulement dans les deux derniéres semaines de l’expérience 
que se manifeste une légére diminution d’activité. 

l'outes ces données nous paraissent importantes A considérer pour fixer 
aussi bien les limites tolérables du parathion dans les atmosphéres indus- 
trielles que le taux critique d’activité cholinestérasique du sang. 

On peut espérer que les modifications d’activité d’autres systémes 
enzymatiques sous l’influence de poisons industriels pourront constituer la 


base de tests d’exposition analogues a celui de la cholinestérase pour les 


organophosphorés. A cet égard, nous rappellerons que Ellis ef al.’ 
Brauer et Root?’ et Crevier et al.®°! ont mis en évidence une diminution de 
activité estérasique du sérum des sujets exposés aux solvants chlorés, en 
particulier le chloroforme et le tétrachlorure de carbone. Partant de ces 
résultats, Crevier et al.®! ont étudié, chez le rat, influence sur les taux 
d’estérases sériques de lingestion de divers composés organohalogénés 
utilisés comme insecticides (aldrine, dieldrine, chlordane, heptachlore, 
D.D.T., hexachlorocyclohexane et lindane). Contrairement a leur attente, ils 
ont mis en évidence une augmentation de l’activité enzymatique. Bien 
qu'on ignore encore les mécanismes biochimiques et pathologiques con- 
ditionnant cette modification, il est souhaitable de pousser les recherches 
dans cette direction, car il y aurait certainement un grand intérét a disposer, 
dans le cas des insecticides organohalogénés, d’un test d’exposition analogue 


a celui de la cholinestérase pou! les insecticides organophosphorés. 


CHOIX DES METHODES ANALYTIQUES 


Sur ce point, on pourrait écrire un ouvrage entier. Aussi, nous bornerons- 
nous & quelques considérations générales. Le choix des méthodes est 
évidemment dominé en premier lieu par la nécessité de doser des quantités 


en général trés minimes de composés présents, non pas dans les milieux 


simples comme en chimie analytique classique, mais dans des milieux 
biologiques dont certains, comme le sang par exemple, ont une compo- 
sition trés complexe. I! faut donc le plus souvent réaliser, dans un premier 


temps, une s¢paration plus ou moins sélective du ou des composés étudiés et, 
dans un deuxiéme temps, mettre en oeuvre pour le dosage, des techniques dont 
la sensibilité, la spécificité et la précision soient suffisantes. Ces techniques 
doivent, en outre, sauf dans des cas spéciaux, étre faciles 4 mettre en oeuvre, 
de facon a pouvoir étre appliquées de fagon courante au diagnostic des 
intoxications professionnelles. Une trés grande précision n’est pas indis- 
pensable, une approximation de +-20 pour cent étant généralement suffisante. 
Cette notion générale étant bien posée, le choix des techniques dépend 
évidemment avant tout de la nature des composés a doser. A cet égard, on 
peut distinguer deux cas principaux, selon qu'il s’agit de substances volatiles 
ou de substances fixes, ces derni¢res pouvant étre divisées en 2 classes, suivant 
qu'il s’agit de composés minéraux ou organiques. Nous examinerons 
successivement ces divers groupes en envisageant pour terminer les prob- 


lémes analytiques concernant les épiphénoménes des intoxications dont 


nous avons parle, 
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Il en est ainsi par exemple pour |’oxyde 


nécessite un traitement préalable. 
de carbone qul doit étre libéré de sa combinaison avec l’hémoglobine pal 


action d’un acide tel que l’acide phosphorique ou la ide sulfurique diluc 


On peut ensuite séparer le gaz libéré soit par extraction a la pompe 
onway. 


mercure, soit plus simplement par microdiffusion selon ( 
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tions, aussi bien par les procédés chimiques que par les méthodes physiques. 
Parmi les procédés d’enrichissement utilisés, on peut distinguer deux grandes 
categories, suivant qu’ils font appel a des propriétés physiques ou chimiques 
de l’élément a doser. 

Parmi les premiers, nous citerons: 

a) la separation du fluor par électrodialyse, réalisée par Fabre®™ et Melle 
Bazille : 

b) la séparation du fluor a l'état d’acide hydrofluosilicique par distillation 
en milieu sulfurique ou perchlorique en présence de silice®® *! 

c) la s¢paration de l’arsenic sous forme de AsCl, par distillation en milieu 


42, 225, 237. 


, 


chlorhydrique! 


d) la séparation du mercure, précipité au préalable dans le minéralisat 


par Kk sulfate stanneux en milieu sulfurique, par entrainement a la vapeul 


e) lextraction selective par des solvants (exemple des halogénures 
thalliques dissous pal éther®-?5 

{) le dépdt électrolytique, dont de nombreuses variantes ont été décrites 
dans le cas du mercure’® 25*® et surtout du plomb (dépét anodique’: 8 
ou cathodique’, suivant la composition et le pH du milieu d’électrolyse 


le dépét électrochimique par utilisation de métaux convenablement 
choisis (exemples: séparation du mercure par dépét sur cuivre et du thal- 
Hum par depot sur zim 

En ce qui concerne les procédés chimiques d’enrichissement, il est im 
possible d’en faire une classification, en raison de leur nombre trés éleve 
remarquons simplement que la plupart font appel, soit a des réactifs pi 
cipitants par formation de combinaisons insolubles simples: sulfures, carbon- 
ates, phosphates, sulfates, oxalates, iodures, soit a des réactifs chélatants, pa 


48. 160, 257, 330 ] 


formation de complexes! teis que dithizonates, 4-naphtyl- 


thiocarbazonates, diéthyldithiocarbamates, acétylacétonates, ef 
Pour le dosage proprement dit sont mis en oeuvre divers procédeés 
physigq uc 5 polarographie, spe trographie radioactivation, el ou ¢ himique 
it avec |’elément a doser Létude de leur validité et des précaution, 
a prendre dépasse le cadre de ce rapport. Nous voudrions toutefois 
attirer l'attention sur le probleme de plus en plus important que repre- 
ente, avec le développement des utilisations pacifiques de |’énergie atomiques 
la detection des imprégnations professionnelles par radioéléments \ 
cet égard, a cote des méthodes indirects, par examen des excreta (urines, 
féces et, parfois, air expiré), méthodes dans lesquelles sont d’ailleurs muses 
en oeuvre, en dehors des mesures de radioactivité, les techniques générales 
de chim analytique, les méthodes dites directes faisant appel ala spectro- 


métrie y et permettant l’exploration de l’organisme in foto. 


Composés fixes de nature organique 

Le probleme consiste ici 4 doser, sans perte ou avec le minimum de pertes, 
les toxiques eux-mémes ou leurs métabolites dilués, comme les poisons 
minéraux, au moins dans le cas de milieux complexes tels que le sang, dans 
une masse relativement considérable de matiéres organiques qui géne 
l’application des méthodes physiques ou chimiques pouvant servir a leur 
caractérisation. Le premier objectif des opérations analytiques doit don 
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tres approximatif entre la symptomatologie et la concentration du toxique 


dans le sang. Le groupe d’Experts O.M.S. sur les insecticides a cependant 
estime que cette technique meéritait un examen plus approfondi, car elle 
supprimerait la difficulté d’extraire d’un milieu complexe des quantités 
infimes d’insecticides. 


Epiphénoménes de l’intoxication 
Sans nous attarder a |’étude des techniques de caractérisation et de dosag« 


de la carboxyhémoglobine et de la méthémoglobine, nous soulignerons 


cependant que, dans le cas de cette derniére, il est capital d’effectuer la 


détermination spectrophotométrique dés que possible aprés le prélévement, 


car, trés rapidement, la méthémoglobine subit des influences réductrices et se 


transforme en hémoglobine. 


“Ss coproporphyrines urinaires nous retiendra plus longuement, 


un exemple typique de l’importance que peut présente 
hnique de dosage en relation avec les maximums tolérables. 


| e principe au daosage 


rouge fournie par le 


consiste en effet 4 mesurer |’intensité de la fluorescence 
s porphyrines sous l’action de la lumiére ultra-violette 


est bien connu que le phénoméne de la fluorescence est trés influence 


par la présence de nombreuses impuretés, a tel point que nous avons per- 


sonnellement maintes fois constaté des divergences relativement considérables 


entre les chiflres obtenus pour une méme dose de coproporphyrine entre 
les solutions pures et les milieux impurs. I] est donc essential d’extraire 
les coproporphyrines de l’urine a un état de pureté suffisant pour que les 
chiffres du dosage aient un sens. C’est pourquoi on se saurait trop se mefier 


hy dé mi Nees l 
ig impli : 


a lexcés. Personnellement, nous recommandons, en 


dehors de la te: hnique de Dobriner et Rhoads**, celle de Harlay et Malan- 


131 


eau reprise, avec des modifications de détail, entre autres par Gadjos et 
Gadjos-Torok'™, qui s’en sont servis également pour le dosage de la pro- 
toporphyrine globulaire, aprés extraction par |’éther en milieu acétique, 


suivie d'une purification par passage a |’état de chlorhydrate. Un itre 


probleme résulte du fait que, a coté des coproporphyrines, existent 
urine des chromogenes precurseurs coproporphyrinogenes se tr 


ans- 


4 


formant en coproporphyrines par oxydation ( Watson ef a/.2°°). Pour le dosage 


du bloc coproporphyrinogéne coproporphyrine préformée, Schwartz 
u/.**8 ont préconisé une technique comportant une extraction par |’acétate 


€i 


* ; ’ | 
dethyle en milieu acetique, sulvie d’une oxidation par une solution d iode 
l'une purification par passage a |’état de chlorhydrate. Quelles 


que soilent ies te nniques adoptees, certains points de détail ont une grande 
importance. C’est ainsi que la précipitation des constituant naires risque 


‘r par adsorption la té des porphyrines. | faut donc, 


i 


er, faire disparaitre les précipités éventuels, soit par acidific 


} i 2 | 
ryt 


phosphatés), soit par chaufflage (dissolution des urat 


al 
pour éviter l’action destructrive de la lumiére sur les porph 

de conserver l’échantillon d’urine a l’obscurité. 
Etant donné que, dans diverses affections, peuvent apparaitre dans l’urine, 
parfois a un taux élevé, des porphyrines d’ailleurs le plus souvent différentes 


des coproporphyrines, un autre probléme analytique peut se poser: |’identi- 


fication précise des porphyrines. Elle s’eflectue par la mise en oeuvre de 
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du f-nitrophénol en fonction des doses de parathion, administrées par voie 
cutaneée ou par injection sous-cutanée dans les expériences chez le singe et 
per os dans celles chez le chien. von Eicken a méme fait une expérience 


sur lui-méme; aprés administration de 0,07 mg/kg de parathion, soit une 


v 


dose légérement supérieure a celle considérée par Edson’® comme le maxi- 


mum tolérable, il a retrouvé dans l’urine, aprés 22 h, 70,3 pour cent de la 
dose de parathion sous forme de p-nitrophénol, sans observer pour autant de 
phénoménes toxiques. Mais les principales recherches sur l’homme sont 


dues a Lieben et al.'78 qui ont suivi l’élimination urinaire du -nitrophénol 
i } t 


chez des sujets pilotes aériens, adolescents affectés a la récolte de plants de 
tabac récemment traités, ouvriers agricoles chargés des applications dans les 
serres et les vergers, etc.) professionnellement exposés au parathion. Ils 


ont noté que les taux trouvés variaient considérablement d’un jour 4a |’autre 


et souligné la nécessité d’examiner plusieurs échantillons d’urine. D’aprés 


eux, le taux de 400 ug de p-nitrophénol par litre d’urine ne s’accompagne 


> 


pas de symptémes d’intoxication. D’aprés von Eicken, on pourrait ac 


lL. 
I] 


mettre comme limite de concentration tolérable un chiffre supérieur. 
reste, a notre avis, encore beaucoup a faire dans ce domaine et, en particulier, 
a étudier chez "homme la relation entre la concentration urinaire de p-nitro- 


phénol et la diminution d’activité d holinestérases sanguines. Nous 


avons rappelée plus haut qu'une telle étude avait été faite chez le singe pal 
Waldman** et avait montré que l’excrétion de p-nitrophénol précédait de 
24 h aux environs la baisse d’activité cholinestérasique sanguine. Lorsque 
celle-ci s’installe, on peut noter certaine proportionalité avec la con- 
centration de p-nitrophénol dans 

\insi que nous l’avons vu antérieurement, le D.D.T. a été trés étudié. 
Du fait de sa liposolubilité associée a une grande stabilité chimique, on le 
retrouve, comme nous l’avons déja dit, dans les réserves adipeuses. Mais 


c'est sur la présence dans l’urine de son métabolite, le D.D.A., qu’ont 


surtout porté les recherches ayant pour but le dépistage des imprégnations 
toxiques. Dans leur publication sur le dosage du D.D.A. dans lurine, 

t al.*® citent les chiffres obtenus chez deux volontaires ingérant 
respectivement 3,5 mg et 35 mg de D.D.T. par jour. Is atteignent 0,69 mg 
et 6,64 mg/l. 

Le dinitro-2,4-o-crésol (D.N.O.C.), utilisé en général sous forme de sel de 
sodium comme herbicide ou défoliant en agriculture, a été trés étudié du 
point de vue qui nous préoccupe. Jusqu’ici les chercheurs se sont bornés a 
doser dans le sang et l’urine des sujets exposés, le plus souvent des travailleurs 

gricoles, le phénol nitré lui-méme et non son métabolite, l’amino-2-nitro- 

-crésol qui, a notre avis, presente pourtant un grand inteérét poul le 
dépistage. Les méthodes les plus utilisées pour le dosage du D.N.O.C. 
dans le sang ou l’urine sont des techniques photométriques dues a Parker*"! 
et A Harvey'**, Edson” a mis au point, pour leur application sur les lieux 
d’utilisation de herbicide, un procédé de routine. D’aprés lui, les symp- 

mes de toxicité font défaut pour une concentration sanguine inférieure 
25-30 mg/l. de sang total; ils sont légers pour 30 a 40 mg/l. et graves pour 

>) 4 55 mg/l, cependant que l'état du sujet devient critique quand la con- 
centration dépasse 65 4 70 mg/l. Edson précise que, par suite de la fixation 


du D.N.O.C. sur les protéines circulantes, le taux dans le sérum, parfois 
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MnO,, ont une grande importance en hygiéne du travail, car ils peuvent 


occasionner, chez les ouvriers qui y sont exposés, une intoxication chronique 


manganisme) extrémement grave, en ce sens que les symptomes nerveux 
d’origine centrale qui la caractérisent évoluent d’une facon inexorable et 
aboutissent la plupart du temps a des taux d’invalid extrémement élevés. 
C’est assez dire ‘importance du dépistage iprégnations par les dérivés 
es d’autant que, en fi l’un sujet dont on ignore les antécédents, 

se pose la différentiation de l’intoxication d’avec d affections nerveuses 
telles que la maladie de Parkinson, | lo-paralysie bulbaire et aussi 
d’avec certaines intoxications, comme celles par le chloru néthyle ou le 
sulfure de carbone, se m stant | mptOme parkinsonien. 
Le matériel biologique ; »| pel ‘nser en premier lieu pour y doser 


ie ce liquide ret 
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Les cheveux ont été également examinés Nickles*®® y avait reconnu la 


présence du fi qui y atteindrait, d’aprés Gautier et Clausmann!’®, des 
taux de 5,3 a 15 mg/kg a l'état frais. Personnellement, nous avons eu, 
a plusieurs reprises, l'occasion de doser le fluor dans les cheveux de sujets en 
dehors de toute exposition et avons trouvé des taux compris entre 6 et 
9 mg/kg 

Comme autres matié¢res biologiques examinées, nous citerons enfin la 
salive et le liquide céphalo-rachidien ot Goldemberg et Schraiber™® ont 
trouvé pour la premiére 0,1] a 0,2 mg/l. et pour le second 0,8 a 1 mg/1. 
Variations des concentrations en fluor des milieux biologiques au 
cours des expositions professionnelles 

La matiere biologique la plus adéquate a analyser en vue du dépistage 
des imprégnations toxiques est évidemment l’urine. Les données concernant 
l"élimination rénale du fluor a la suite de ‘absorption de doses supericures a 
celles ingérées normalement avec |’alimentation sont a l’heure actuelle en 


} 


nombre suffisant A cet égard, il faut citer en particulier les recherches de 


Machle ¢ 184 Lawrenz et al.'** et McClure et al. D’aprés ces derniers 


des doses de l’ordre de 4 a 6 mg de fluor par jour, sont pratiquement ex- 
crétées en totalite soit par les féces, soit surtour par l’urine. D’apreés les 
ynitraire ll se produit une retention reiativement importante 
d a 50 pour cent du fluor ingéré lous sont d’accord tous 
cas pour aamettre une certaine proportvionalite entre les taux 
excrété dans l’urine et les doses ingérées. Comme par ailleurs le passage 
dans l’urine s’eflectue rapidement apres l’ingestion, il était naturel d’essaye 
d’appliquer le dosage du fluor dans ce liquids au dépistage des intoxications 
professionnelles, comme l’ont fait entre autres, Brun ef al.**, Machle 
et al.®* et Largent seul'® ou en collaboration avec Ferneau'*®’. Effec- 
tivement, le séjour prolongé des travailleurs dans des atmospheres renfermant 
des dérivés fluorés gazeux (acide fluorhydrique, fluorure de silicium, efc.) ou 
solides (cryolithe, phosphates riches en fluor, efc.) provoque, a doses suffi- 
une augmentation des concentrations urinaires de fluor. C’est ainsi 
examinant |’urine d’ouvriers des usines de cryolithe, ont 
allant de 2.4 a 43. C’est ainsi également que 
soumettant des volontaires pendant 8 h a l’inhalation de 
gazeux ou a |’état de poussiéres 4 une concentration exprimée 
iron 3,3 mg/m*, ont vu la concentration urinaire s’¢lever 
rapidement de | a 1,4 mg/l. jusqu’a 8,9 mg] I] est intéressant de note1 
que, une l’exposition nocive supprimeée, le taux de fluor s’abaisse pra- 
tiquement jusqu a la valeur normale Continuant ces recherches, les mémes 
auteurs, en collaboration avec Bianconi*®, ont soumis, pendant 6 h, deux 
volontaires, l'un ayant déja été professionnellement exposé aux dérivés fluorés 


vendant 8 années et un témoin, a des atmospheres renfermant des fluorures a 


' 
r 
. 
i 


a concentration exprimée en fluor de 4,8 mg/m*. Ils ont vu chez les deux 
sujets, la concentration urinaire par litre du fluor, s’élever rapidement de 2 mg 
environ a 4 mg chez le premier, et de | mg environ a 5 mg chez le second, 
avec retour a des concentrations presque normales dans les 24 h suivant la 
cessation de |l’exposition. Des constatations analogues ont été faites chez 


d’autres volontaires ou chez des ouvriers exposés professionnellement aux 
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I] n’existe pas de protoporphyrine dans les urines. On rencontre dans 


les urines normales un mélange de « oproporphyrine I et de coproporphyrine 


III a raison de a 120 uwg/24 h. On admet classiquement qu’il n’existe 
pas d’uropor hyrine décelable dans ’organisme a létat iysiologique. 
Des traces t cependant été trouvées dans les urine var Nicholas et 
Rimington?®4, Schwartz et al.2“1, Schwartz et Watson?** et Lockwood!® 

Au cours du saturnisme, la coproporphyrinurie peut dépasser plusieurs 


A 


mg/24 h et alors, trés nettement teinter les urines De méme, le taux de 


1 


protoporphyrine libre des globules rouges peut s’élever jusqu’a 100 ml 


dans nombre de cas, surtout au début des imprégnations saturnines, 


qu'il s’ agit precisement de dépister precocement, le taux de copropor- 
le protoporphyrine sanguine sont beaucoup moins élevés. 
"avons dit, diverses circonstances couramment 
notamment | insuthsances hépatiques et 
l’apparition dans l’urine de taux de coproporphyrines de 
300 ug/24 h | y a la un risque de confusion. C’est pourquoi 
yposons de considérer comme seuil du de coproporp! 
irinaire a prendre en considération chez un sujet 
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TESTS BIOLOGIQUES D’EXPOSITION 


J. TEtsincer 


pas, pour évaluer le risque ourt le travailleur, 
contents » mesurer la concentration de la substance toxique dans |’atmo- 
sphere. u point de vue du médecin, une autre circonstance est plus 
importante encore: il s’agit de constater combien de poison est résorbé par 
"homme au cours d’une exposition de travail, et quelle est la dose 4 laquelle 
dans un temps donné, se manifestent déja les symptémes d’une lésion de 
l‘organisme. Au cours des expériences faites au laboratoire, il est relative- 
ment assez facile de déterminer exactement la quantité de la dose 
dans la pratique, par contre, ce n’est guére faisable. Il est pourtant 
possible, si l’on a assez d’expérience et sait comment se comportent k 
poisons dans l’organisme, d’évaluer |’importance du risque selon la quantit 
la s ibstance ciimince de org: i] P. urtol ar ie rine ul 
des niveaux sanguins Dans le cas * nombreuses substances, la 
la substance éliminée ne change guére si |’exposition, pendant 
1 travail, n'est pas modifiée. Seulement, au bo 
de quelques années, l’organisme réagit autrement, 
point de vue biolog ue, a action du poison. En mpars t le i 
obtenues al lz re jue, yn peut mettre en un certain rapport 


( te | 
} ick ( 


’ 

I] est en outre possible ensuite de 
comparer aussi, sur la base des données expérimentales, la quantité de la 
substance éliminée, ou des niveaux sanguins, a la concentration de la sub- 
stance examinée dans |’atmospheére (tant qu’on n’a pas aflfaire a 


par d’autres voies 


| es tests auxqueis on procede ainsi et que nous pourrions nommel! peut- 


étre tests biologiques d’exposition, semblent compléter heureusement la 
mesure de la concentration dans |l’atmosphére. L’organisme joue ici le 
role, d’aprés Elkins, d’un “collecteur d’échantillons” (‘a sampling 

vice ’’), bien que parfois assez compliqué. Parmi les obstacles qui se 
présentent il importe de citer, en premier lieu, la sensibilité différente de 
lorganisme a l’action du poison, le mode individuel de la résorption, du 
métabolisme et de l’élimination, la dépendance du volume-minute des 
poumons, la température, etc. D’autres difficultés se présentent dans le 
prélévement des matériaux biologiques, le choix du moment favorable et 
au cours de l’analyse, etc. 

Maleré toutes ces difficultés, il semble qu’un avenir considérable est 
réserve a l'emploi des tests biologiques d’exposition. J’ai l’intention de 


parler dans mon rapport de quelques-uns de ces tests, destinés a déterminer 
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TESTS BIOLOGIQUES D’EXPOSITION 


0,070 mg pour cent n’a été dépassé que dans des cas individuels; a la con- 
centration de 0,123 mg/m‘, elle a atteint, dans plusieurs cas, méme la valeur 
de 0,100 mg pour cent. On peut en déduire peut-étre que la valeur 
actuelle M.A.C. de 0,2 mg/m* aux Etats-Unis (1958) dépassera certainement 
la valeur constatée de 0,070 mg pour cent dans le sang et est, par conséquent, 
bien élevée. La dose soviétique tolérée qui, dans le cas du plomb, est 20 
fois inférieure (0,01 mg/m*) a la dose américaine, ne fera que difficilement 
sortir la plombémie des limites normales. 

La plombémie peut nous informer utilement si l’on a affaire a une ex- 
position petite ou grande, mais ne nous permet pas de faire une détermination 
plus exacte. D’aprés notre expérience et celle d’autres chercheurs, la seule 
valeur de la plombémie ne permet pas d’établir le tableau clinique. 

La constatation de la présence du plomb dans les urines est bien plus en 


faveur. J’ai résumé dans le Tableau /] les données les plus récentes (les 


10 


travaux précédents ont ete resumes pal Cantarow et l'rumper 


Tableau 1]. ‘Valeurs normales du plom!t les urines, d’aprés 


différents auteurs 





0,04 mg/i 


mg/l 
me/2Z4 h 
me/24 h 





On voit que les valeurs normales les plu ont indiquées dans les 
limites de 0,08 a 0,150 mg/l. ou en 24 h. aut souligner le fait que ce 
valeurs extrémes ne s appliquent qu’a tres peu de personnes parmi nos 
malades 4 | pour cent seulement). Les auteurs soviétiques (Lazarev®, Gorn 
et Fridland"*), ainsi que quelques auteurs autrichiens Frank et al./*) ne sont 
pas du tout d’accord avec ces valeurs élevées. 

Aux Etats-Unis (Kehoe'), les valeurs allant de 0,08 a 0,150 mg/l. sont 
considérées comme signes de |’exposition (valeur normale jusqu’a 0,08 mg/l. 
et sont, d’aprés Belknap’, pendant un certain temps, inofiensives. Les 
valeurs dépassant 0,150 mg/l. sont considérées par les mémes auteurs et 
d’autres encore (Lynch®®, Winn et Shroyer*’) comme critiques, au-dessus 
desquelles il est po sible, lors d’une exposition assez longue, constater déja 
des symptomes d’intoxication. Pour notre part, nous ne pouvons que 
confirmer cette expérience, lorsqu’il s’agit d’une valeur si ¢levée. 


Il est intéressant de confronter ces données avec celles qui s’occupent du 


rapport existant entre le niveau du plomb dans les urines et la concentration 


dans l’atmosphére. Kehoe* a constaté, au cours de l’expérience citée, qu’a 


la concentration de 0,075 mg/m', le niveau du plomb dans l’urine est monté 


R 





Arsenic 


rEISINGER 


,070 mg/24 h. Horiuchi et Ida 
' dans la moitié des cas (parmi 
l. exceptionellement 

une certaine probabilité que 
Etats-Unis élévera le niveau du 


de a5 I et provoquera 


a duré assez longtemps, il peut 


uns ¢levées dans les urines 
1ours encore sous 
iteurs ont fait 
ne aussi sous 


Ferrari et 


ner la mobilisa- 
des complexes. 


A.Ca. 














par Vigliani* 


semmvie moins 





TESTS BIOLOGIQUES D’EXPOSITION 


cent. Dans la pratique, on n’a pas recours, pour des buts hygiéniques, a la 
détermination de l’arsenic dans le sang. 

a quantité normale trouvée dans les urines varie de 0,015—-0,06 mg/l. 
Patty**) de 0,0 a 0,100 mg/l. (Taeger**, Patty34, Roth®®); on considére aux 
Etats-Unis comme preuve d’une exposition nocive la quantité dépassant 
| mg/l. As, si c’est Vhydrogéne arsénié qui en est la source, par conséquent 
0,5 mg/l. seulement (cité par Elkins**). Mais on sait que, chez les personnes 
exposees, 11 est possible de trouver méme quelques mg/l. sans qu’il y ait des 
symptomes d’intoxication; nous avons constaté méme 4,16 mg/l. chez des 
individus affligés d’une dermatite arsénique aigué dans le visage et ayant la 
muqueuse nasale corrodée, sans qu’il y ait eu de symptémes d’intoxication 


générale (Teisinger et al.3”7), C’est certainement une question de corrélation 


entre le temps et la sensibilité individuelle. Je pense néanmoins qu’en 


tout cas, le dépassement du niveau normal dans les urines est a considérer 
comme un test d exposition 

yuis de longues années, on s'intéresse tout spécialement a la teneur en 

les cheveux. D’aprés Brustier**, elle augmente avec |’élévation 

mais jusqu’a un certain point seulement. Aprés la fin 

pres l’intoxication, la teneur en arsenic dans les cheveux 

t intéressant se montre diffhicilement applicable 


surtout a cause de la contamination extérieure 


jul travaillent 
de mercure, Le niveau rmai dans Ss urines csi 
0,020 mg/l. Queiques auteurs cependant, irtout 
indiquent des valeurs bien inférieures 
ure s'accumule dans le corps et qu . *$ mois et 
vant des’éliminer avec les urines, et encore trés irréguliére- 
Nous 


ppose une periodicit hebdomadaire d élimination 

une certaine périodicité, bien que pas tout a fait heb- 

une grande difficulté qui rend problématiques les efforts 

du mercure dans les urines en rapport avec la concen- 
| atmosphere ou avec le tableau clinique 

ion maxima tolérée dans les 

Il , , parce qu’on est d’avis que cette quan- 

la dose M.A.C. de 0,1 mg/m*. Il y a peu d'études confirmant 

ic relati mn plus pre¢ ise du niveau dans ics url! s avec la concentration 

atmosphere ‘ ul le ts travaux te les observations suisses 


ui n’ont constaté aucune corrélation. 
iteurs se sont efforcés de découvrir un rapport entre la 
*t le tableau clinique, tout en prenant en 
le au travail n peut dire, en résumé, 
On peut constater des intoxications 
cure en présence des niveaux bas aussi bien qu’élevés. C’est 


» les données américaines sur la concentration maximale 
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TESTS BIOLOGIQUES D’EXPOSITION 

Oxyde de carbone 

Il n’est pas besoin d’insister sur l’‘avantage que présente COHb comme 
test d’exposition, qui permet dans certaines conditions de tirer une conclusiot 
selon les schémes indiqués, concentration de CO dans l’atmosphére. 
Mais ce qui mérite d’étre cité, c’est une nouvelle méthode qui promet 
beaucoup et qui s’efforce, en utilisant l’analyseur infra-rouge, de remplacet 
‘analyse du sang par l’analyse de lair expiré. D’aprés Roughton", 
| p.p.m. (0,0001 vol. pour cent) de CO dans l’air expiré correspond a 0,4 
pour cent de COHI Roubal et Krivucova™ ont étudié cette corréla- 
tion et ont trouvé que le rapport entre COHb et CO dans I’air expiré est 
linéaire dans la zone au-dessus de 0,003 vol. pour cent. Dans les valeurs 
dépassant 8 pour cent de COHb, ils ont constaté une belle concordance et 
recommandent par conséquent la détermination de CO dans l’air expire 
comme un test d exposition avantageux. 


Sulfure de carbone 


Quand on a afiaire a ce poison trés important, 1 est possible d’en déterminer 

a quantite dans le sang et de constater ainsi que ia personne en question 

travaille avec le sulfure de carbone Malheureusement, on n’a pas encore 

réussi 4 évaluer plus exactement |’importance de |’exposition, sauf dans des 

conditions de laboratoire Le sulfure de carbone dans le sang et dans 

anisme se lic dans une grande mesure et se transforme, mais on ne peut 

re déterminer ses métabolites dans le sang Il semble que ce sont 

ates inorganiques, qui n’arrivent que difhcilement 

normal des sulfates dans les urines. On n’a pas 

d’ordinaire recours a la détermination du sulfure de carbone que dans le 

Sang 

D’aprés McKee et a/.** et d’aprés nos examens (Teisinger et Soucek®*), le 

ilfure de carbone ne s’‘élimine par l’urine que dans une quantité minime 

0,06 pour ‘nt en moyenne de la dose résorbée. La constatation de sa 

présence ne | *t cependant pas de tirer des conclusions sur la concent- 

ration dans l’air; ce n’est qu’en présence des valeurs considérables (par 

exemple de quelques mg/l. d’urines) qu’on peut afhirmer que |’exposition est 

grave. La détermination du sulfure de carbone dans les urines peut par 
contre servir a l’évaluation de la durée du travail chémé, puisque la 


ance §$ ¢iumine par ies urincs pendant plusieurs yours, 


TESTS D’EXPOSITION AVEC QUELQUES SUBSTANCES 
ORGANIQUES 


Dans le grand nombre des matiéres organiques utilisées dans |’industrie, 


il y en a trés peu qui alent été étudiées d’assez prés pour qu’on puisse les 


utiliser pour des tests d’exposition Ce sont tout d’abord le trichloréthyléne, 


le benzene, le toluene, quelques aminodeérivés et nitrodérivés, le parathion 
et quelques autres matiéres. Pour prouver l’exposition, on a recours, en 
premiere ligne, a la détermination des métabolites de ces substances dans 
l’organisme, qui s ¢liminent par les urines. Dans leur état originaire, ces 
matieres ne $s cluminent pal les urines qu’en quanttes insignifiantes qui ne 


permettent pas d’établir une corrélation plus précise avec la concentration 
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opinion d’AhlImark et de Friberg®® sur |’ad- 


|. de l’acide trichloracétique pendant 
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tchécoslovaque, Medek®, est arrivé pratiquement a la méme valeur, soit 


286 mg/l. de trichloréthanol, la relation des deux métabolites étant de 1:2 a 
1:4,7. 


A mon avis, le test au trichloréthanol dans les urines est trés avantageux: 
les difficultés que présente le métabolisme différent de divers individus 
peuvent étre surmontées par l’examen d’un nombre de personnes assez 
élevé. La détermination du trichloréthanol et de |l’acide trichloracétique 
pourrait contribuer a élucider le probléme des doses tolérées des métabolites 
dans les urines et leur corrélation avec la concentration du trichloréthyléne 


dans |’atmospheéere. 


Benzéne 


On est trés satisfait du test au sulfate, utilisé depuis longtemps et avec les 
meilleurs succés. Elkins®** pense que 35 p.p.m. (a peu prés 110 ug/l 
de benzéne dans |’atmosphére correspondent a la diminution a 70 pour cent 
des sulfates inorganiques. Et il a raison de faire remarquer que ce qu’il 


importe est de constater a partir de quelle valeur normale cette diminution 


se produit. Aussi recommande-t-il de constater les rapports des sulfates 
avant et apres l’exposition; la diminution de quelque 15 pour cent répon- 
drait, d’aprés lui, a l’influence de 35 p.p.m. de benzéne dans |l’atmospheére. 
D’aprés nos propres expériences (Teisinger et Fiserova’*), le test au sulfate 
reste, a la dose considérée, dans les limites normales (80-95 pour cent 

il reste dans ces limites probablement chez la plupart de personnes, mém« 
4 la concentration de quelque 150 ug/l. (45 p.p.m.). C’est dans les limite 
de ces concentrations qu'il peut y avoir un diminution de 10 a 15 pour cent 


qui répond par conséquent a la valeur indiquée par Elkins. 

A la valeur M.A.C. américaine actuelle de 25 p.p.m. (80 ug/l.) et plus 
encore a la valeur soviétique de 10 p.p.m. (50 ug/l.), le test ne s’écartera 
certainement pas, a notre avis, des limites normales. Les valeurs anormales 
du test au sulfate indiquent avec la plus grande probabilité le travail fait 
dans une concentration dépassant 150 ug/l. de benzéne dans |’atmosphére 


la re sopruion operee par une autre voile (a travers la peau, par exemple 

Il y a quelques années, nous avons recommandé” [utilisation du test 
au phénol a la place du test au sulfate, 4 cause de son exécution plus facile. 
On sait que le phénol est le métabolite principal du benzéne; selon no: 
expériences (Srbova, Teisinger et Skramovsky’*, l’homme en élimine 
30 (9-42) pour cent en moyenne de la dose absorbée. On voit que méme 

on a affaire a des différences individuelles considérables. Le phénol 
se trouve normalement dans les urines en petites quantités; nous con- 
sidérons comme élevées les valeurs dépassant 20 mg/24 h. On compense 
les différences individuelles dans |’élimination du phénol en examinant un 
nombre plus grand de personnes du méme lieu de travail comportant a peu 
prés la méme exposition. Si nous trouvons les valeurs moyennes du phénol 
inférieures 4 40 mg/24 h, nous en pouvons déduire que les personnes en 


question travaillent dans une concentration inférieure 4 100 ug/l. (30 


p.p.m.) si la valeur moyenne du phénol varie autour de 100 mg, on peut 


conclure a la concentration de 100 ug/l. 4 peu prés de benzéne dans |’atmo- 


sphere. 
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de 2,1 g d’acide benzoique en 24 h permet d’affirmer que la 


constatation 
personne en question a travaillé dans une dose inférieure a la dose 


americaine, c’est-a-dire de 200 p.p.m. (quelque 800 ug/l 
sovietique de 100 ug/l. (25 p.p.m.) ou surtout la dose nouvelle 
tres certainement située dans les limites de |’élimination rmale de 
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On sait depuis longtemps que l’aniline se métabolise dans le [ 


tout en f-aminophénol. D’aprés les expériences faites avec les lapins 


Smith et Williams**), quelques 28 pour cen » la dose sont éliminés sous 
forme de sulfates éthérés o- et p-aminophénol et 4-aminoresorcinol, les 10 


a 15 pour cent suivants comme p-acétamide o- et p-aminophénylglucuronide. 
au p-aminophénol est utilisé pour démontrer |l’exposition a 
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MAXIMUM PERMISSIBLE URINARY 
CONCENTRATIONS: THEIR RELATIONSHIP 
TO ATMOSPHERIC MAXIMUM ALLOWABLE 

CONCENTRATIONS 
H. B. EL vxkins 


Department of Labor and Industries, Division of Occupational 


Hygiene, B ton, [ a. 


There are two approaches to the determination of maximum permissible 
concentrations in urine (M.U.C.’s). The first is the direct method of 
comparing the concentration of toxic substances with the incidence of 
symptoms of intoxication. The second is the indirect approach of con- 
sidering the worker as a sampling device and relating the urinary excretion 
to the atmospheric concentration to which the worker is exposed. In this 
case the M.U.C. will, in general, be the urinary concentration which corre- 
sponds to the atmospheric maximum allowable concentration (M.A.C.). 
I will employ this second approat h. 

Let us consider briefly three factors: 

|) collection of sample; 
) 


calculation of results; 


3) relationship of M.U.C.’s to M.A.C.’s. 


COLLECTION OF SAMPLE 


Time of collection 


Che best time to collect a urine sample for evaluation of an industrial 


exposure depends on the excretion pattern of the substance in question. The 


time of day at which the specimen is obtained is important for some sub- 


stances, immaterial for others, as shown by the data of Jabdle /. 


Diurnal variation in urinary 


average results 
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ALCULATION OF RESULTS 





RELATIONSHIP OF M.U.C. TO M.A 


Table 3. Effect of specific gravity of urine on 


lead concentration* 





Specific gravity Lead concentration 


1-025 0-17 
1-010 0-04 
1-002 0-01 
1-021 0-20 





In my opinion the best method of expressing urinary excretion is to relate 
the concentration of toxic substance or metabolite to the concentration of 
some other component of the urine. ‘Thus, in the urine sulphate ratio, the 
benzene metabolite, conjugated sulphate, is related to the total sulphate 
he urine. A more general method is to use the concen- 


concentration in t 
tration of total solids (as measured by the specific gravity®), or the concen- 


tration of creatinine, as a reference point. In Table 4, the lead results of 
Table 3 are shown when calculated by these methods. 


lable 4 rinary lead concentration adjusted for specific gravity 


or creatinine* 





Lead in 
(mg/1.(1-024 sp. gr g creatinine) 
0-16 0-62 
0-U9 
0-12 
0-23 





It is seen that the fluctuation, while substantial, is much less than when no 


adjustment is made. 


RELATIONSHIP OF M.U.C. TO M.A.C. 


If we compare the values which have been suggested as M.U.C.’s with 
the corresponding atmospheric M.A.C.’s, we arrive at some interesting 
results. In Table 5 such comparisons are made for a few industrial hazards. 


Table 5. Comparison of urinary M.U.C.’s and atmospheric M.A.C.’s 





Substance M.U.¢ M.A.( M.U.C./M.A.( 
mg/l mg/m* 
Arsenic 1-0 0-25 
Fluoride 3°0 £0 
Mercury 0-3 0-1 
Tritium* 200 7 





* Values for radioactive isotopes are given in microcu! micromicrocuries 
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RELATIONSHIP OF M.U.C. TO M.A.C., 


Here, again, in three of four cases the M.U.C./M.A.C. ratio is of the order 
ol one, 

It seems reasonable to postulate that, in general, the toxic substances 
which are excreted the most readily in the urine are the ones best evaluated 
by urine analysis. Thus we would expect that, other things being equal, 
M.U.C.’s for the substances in Table 5 would be more useful than for those of 
Table 7, or for methanol, the only substance given where the M.U.C./M.A.C. 


ratio is much less than 0-5. 


Preparation of this paper was made possible by a Research Grant from the U.S. 
Publy Health Service RG-5503 ° 
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CORRELATIONS ENTRE VALEURS 
D’EXPOSITION ET VALEURS DANS LES 
MATIERES BIOLOGIQUES 


(SRANDJEAN 


Institut d’ Hygiéne et de Physiologie du Travail de I’ Ecole 


Polytechnique Fédérale, Ziirich, Suisse 


TRICHLORETHYLENE 

Nous avons mesuré dans 24 ateliers les concentrations des vapeurs de 
trichloréthyléne auxquelles les ouvriers étaient exposés. Nous avons 
déterminé en méme temps chez 73 de ces ouvriers les concentrations de 
acide trichloracétique dans l’urine. Nous avons trouvé qu’il existait en 
moyenne un rapport de 3:1 entre les valeurs de |’acide trichloracétique en 
mg/l. et les valeurs de l’exposition au trichloréthyléne en p.p.m. Ce 
rapport était plus élevé pour les sujets jeunes (6:1) que chez les sujets 


agés (2:1 L’acide trichioracétique éliminé constituait environ le 13 


pour cent du trichloréthylene inhale La corrélation entre “ exposition ” 
au trichloréthyléne et élimination de l’acide trichloracétique est faible 
coefficient 0,68). Nous concluons que l’acide trichloracétique ne 
constitue pas a lui seul une bonne mesure pour apprécier |’exposition au 


trichloréthyleéne. 
MERCURE 
Nous avons mesuré dans trois entreprises a différents postes de travail la 
concentration du mercure dans l’air. En méme temps, nous avons détermin¢ 
chez 54 ouvriers la teneur en mercure des urines et du sang. Nous n’avons 
pas obtenu de corrélations entre les trois groupes de valeurs. La déter- 
mination du mercure dans les urines et dans le sang ne constitue pas une 


méthode permettant d’apprécier |'exposition des ouvriers. 


PLOMB 
Nous avons mesuré dans 7 fabriques la teneur de |’air en plomb 4a divers 
postes de travail. Nous avons déterminé, en outre, chez 89 a 120 ouvriers 
les concentrations de plomb dans les urines et dans le sang ainsi que |’élimina- 
tion des porphyrines. Voici les coefficients de corrélation obtenus chez un 


choix d’ouvriers 


Pb dans urine et Pb dans I’air 

Pb dans sang et Pb dans |’ai 
Porphyrines dans urine et Pb dans |’air 
Pb dans urine et Pb dans sang 
Porphyrines dans urine et Pb dans urine 
Porphyrines dans urine et Pb dans sang 
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VORSCHLAGE ZUR BESTIMMUNG DER 
BIOLOGISCHEN GRENZKONZENTRATION 
EINIGER STOFFE 
M. TIMAR 


Vunéa 


Die Bereicherung des Begrifles der maximal erlaubten Grenzkonzentration 


M.E.G mit dem der biologischen Grenzkonzentration (B.G.K.) ist 


oretischen wie auch vom praktischen Standpunkt vom 

nder Bedeutung. 
dieser Frage befassten wir uns, meiner Meinung nach, viel wenige1 
Bedeutung zukommt. Worin besteht die grosse Bedeutung der 


ie dieses Begrifies Ich fuhre hier nur einige Beispiele an 


grosse Anzahl von Luftuntersuchungen wahrend det 

i\digen Schicht gibt die wirkliche Exposition nur ungenau wieder, da 

Arbeitsbedingungen sehr veranderlich sind, und ein Teil der Stoffe durch 

lie Haut in den Organismus gelangt. Unter solchen Bedingungen gibt 

die biochemische Bestimmung der in den Organismus gelangten Stoffe. 

als Gruppentest oder, gegebenenfalls, als individueller Test, ein genaueres 
Bild des Expositionsgrades ; 

9) zur Bestimmung des biologischen Grenzkonzentrationwertes (B.G.K. 
ist es unumganglich notwendig, die physiologische und pathologische 
Wirkung der in den Organismus gelangten Stoffe mittels Untersuchungen 
an Menschen genau zu studieren, mit dem Ziel, physiologisch-pathologische 
Grenzzustande zu klaren; 

3) mit der Ausarbeitung der B.G.K. kénnen wir vom biologischen 
Standpunkt die M.E.G. besser begriinden. 

Erlauben Sie mir, auf Grund eigener Erfahrungen einige Vorschlage 
betreffe der B.G.K. zu machen. 


BLEIGEHALT IM BLUT 


Laut unseren Untersuchungen besteht zwischen dem Bleigehalt des 
Blutes der Bleiarbeiter, der Menge des Haemoglobins, der Zahl de1 Erythro- 
zyten und der Porphyrinmenge im Harn eine Korrelation. Der durch- 
schnittliche Bleigehalt des Blutes betragt im allgemeinen 49 ug Prozent. 
Bei Bleiarbeitern fanden wir, bei 69 ug Bleigehalt im Blut, in 20 Prozent 
der Falle eine sehr geringe Anamie bzw. Erhéhung der Porphyrinmenge 
im Harn. Bei einem Bleispiegel von 70-89 yg Prozent fanden wir schon in 
30-50 Prozent der Faille sehr schwache Praintoxikationssymptome. Auf 
Grund unserer Erfahrungen schlagen wir als Grenzkonzentration der im 
Blut erlaubten Bleimenge 69 yg Prozent, als Methode die von Teisinger 


ausgearbeitete polarographische Bestimmung vor. 
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wenig Angaben iiber den Zusammenhang zwischen Bleigehalt 
1 Bleiexposition Auf Grund von Literaturangaben und 
, dass die M.E.G. fiir die Luftverunreinigung 
nzentrationswerten des Bleis im Blut nicht 

testgelegte M.E.( ce Bleies in det 
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PHENOLWERTE IM HARN BEI BENZOL-EXPOSITION 


Wahrend unsere1 itersuchunge 1948 n Arbeitern von Gummi- 


ey " ~Y he , " 
petrieben steiiten Vv , Gas i mit Benzol chattigten Arbeitern die 
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Haufigkeit dieser Falle zeigt keinen Zusammenhang mit der mit Harn 
ausgeschiedenen Phenolmenge. 

Teisinger und Mitarbeiter wiesen 1955 auf Grund der Untersuchung 
mehrerer Personen nach, dass im Falle von Benzoleinatmung bei einer 
Konzentration von 100 ug/l. der Phenolwert des Harnes ungefahr 100 mg 
betragt. Teisinger’s Meinung nach kann man in diesem Falle die Phenol- 
bestimmung im Harn als Gruppentest benutzen und mit grosser Wahr- 
scheinlichkeit die Schlussfolgerung ziehen, dass die Benzolkonzentration in 
der Luft ungefahr der maximal erlaubten Konzentration entspricht. Auf 


Grund von Teisinger’s Experimenten an Menschen, unserer klinischen 


Erfahrungen und von Expositionsuntersuchungen in Betrieben schlagen wu 
vor. dass der biologische Grenzwert des Phenols im Harn zu 80-100 mg/l. 


angenommen werden kann, 








THE METABOLISM OF “C-—ETHANEDIOL 


(Ethylene Glycol) 
P. K. Gessner and R. T. WIL.LIAMs 

Department of Biochemistry, St. Mary’s Hospital Medical School, London, U.K. 

During the last four years we have studied, in London, the metabolic fate 
of 22 diols, two of which are of considerable industrial importance. These 
two are ethanediol, which is used on a large scale as an anti-freeze in motor- 
cars, and hexanediol. which is used as a solvent for essences for soft drinks. 
In this paper, I wish to mention briefly some of our results on the metabolic 
fate of ethanediol. 

This compound labelled with '*C was made by hydroxylation of !4( 


ethylene with hydrogen peroxide and osmium tetroxide. The reaction is as 


shown and the recovery of '*C was 43 per cent. 
*CH, H,O, *CH,OH 


*CH, OsO, *CH,OH 
43 


Table ] shows the distribution of !*C in rabbits, after a small oral dose of 


the diol Table ] shows that a large proportion of the dose is eliminated in 


4C—ethanediol in rabbits; dose: 124 mg/kg 





Urine 


21 
74 23 1] 





the expired air as carbon dioxide. About th of the dose is eliminated in 


the urine, largely as unchanged ethanediol. Some 10 per cent remains 


in the body after 3 days 

Table 2 shows some results obtained with rats. The diol is less readily 
oxidized to carbon dioxide in the rat than in the rabbit, and the percentage of 
the dose eliminated in the expired air decreases as the dose increases. More 
appears in the urine of rats than in that of rabbits. 

We have not completely identified the urinary metabolites of ethanediol. 
Table 3 shows the results of one experiment. The main metabolite is 


unchanged ethanediol. Urea is labelled, but at a dose of 124 mg/kg in the 


rabbit, no oxalate is excreted. 
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THE METABOLISM OF “C-ETHANEDIOL 
more, and cats, which are readily poisoned by ethanediol, produce much 
larger amounts—in one case nearly 4 per cent of the dose. 


Figure 2 shows the probable paths of metabolism of ethanediol The 
main path is to carbon dioxide, probably via glycolaldehyde and glyoxylic 
acid, both of which have been detected as metabolites of ethanediol in liver 


Figure 2. Pathways of metabolism of ethanediol 


CH,OH 


CH,OH 
| 
CHO Active | 
CH.OH glycolaldehyde 
‘Seg 
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CH,OH_| 
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CHO | | 

_LCH,NH, _J CH,NHCOC,H 
[ 


> 


COOH 


COOH 

(U) A: In expired air 
L: Detected with liver slices 
U: Found in urine 


slices. Further evidence for the formation of glyoxylic acid comes from the 
observation that the simultaneous administration of benzoic acid with 
14(-ethanediol leads to the excretion of '*C—hippuric acid in rabbits. 


The formation of oxalate is a minor metabolic reaction of ethanediol. 
In species not readily poisoned by ethanediol, such as rabbits and guinea- 
’ 


pigs, the oxalate output is low. In cats, which are more readily poisoned 


by the diol, oxalate formation is appreciable even with small doses. 








THE SO-CALLED ** MAXIMUM ALLOWABLE 


BIOLOGICAL CONCENTRATIONS ” 
VIGLIANI 


Italia 


[The maximum allowable biological concentration of a toxic substance is 


the highest concentration which can be found in a biological medium without 
damage to health 
[he biological materials may be examined fo: 


the toxic substance itself: 


a product ol the metabolism of the toxic substance in the body: 


c) a substance derived from the physiopathological activity of the 
substance: 


d) radiations emitted by radioactive materials. 


Table ] illustrates these four possibilities. 


Examples of what is measured in assessing the 


concentrations of industrial poisons 





Pb Cd 
Cr As 


CO Some radioiso 


T'richloracetic acid 
Hippuric acid 
Benzoic acid 


Urinary organic sulphates 
Serum cholinesterase 
Carboxyhaemoglobin 
Methaemoglobin 


a-ray radiations 





Che biological medium which is examined for the substance in question is 
usually the urine or the blood; in particular cases the expired air, the faeces, 
and the hair may have to be studied. For some radioactive substances 
it is possible to calculate the maximum allowable concentration (M.A.C. 
in the whole body, or in the critical organ. Table 2 shows the biological 
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‘MAXIMUM ALLOWABLE BIOLOGICAL CONCENTRATIONS 


overall measurement of the adsorption by the body. Examples may be 


found in operations using mercury, benzene, ec. 

Very often workers are sent to a clinic for suspected occupational poisoning 
when there is no opportunity of ascertaining the concentration of the poison 
in the atmosphere of the place of work. 

Finally, the measurement of a substance which is the result of the physio- 
pathological effect of an industrial poison may provide information on the 
reaction of the organism to that poison, and, therefore, be preferable to the 
determination of the poison itself either in the air or in the biological fluids, 
his is true, for instance, with the urinary coproporphyrin in workers ex- 
posed to lead, and with cholinesterase activity of the blood in people exposed 
to parathion. 


LIMITATIONS OF THE MAXIMUM ALLOWABLE BIOLOGICAL 
CONCENTRATIONS 

here are many limitations to determining maximum allowable bio- 
logical concentrations. ‘The most important are: 

a) for most of the irritant poisons it is impossible to have maximum 
allowable biological concentrations: for instance for chlorine, hydrogen 
chloride, sulphur dioxide, sulphur trioxide, nitrogen dioxide, phosgene, phos- 
phorus oxychloride, etc. ; 

b) some metals, like lead, are normally found in the body and body fluids. 
[he so-called “‘ normal” concentrations of these metals vary according to 
environment and diet. ‘These “ normal” concentrations may influence the 
rate of excretion of some poisons; 

c) some biological concentrations may be influenced by variations in 
ability of different individuals to eliminate the poison. This may be due 
to a detectable disease of the kidney or liver, or to some other, maybe 
unknown, cause. Furthermore, there may be individual differences in 
the metabolism of a toxic substance in the body, so that the amount of a 
metabolite in the urine may not be consistent with the amount of the toxic 
substance absorbed. 

The urinary content of some toxic substances may vary considerably in 
the course of a day and from day to day. In these cases it is advisable to 
examine a sample of the 24-hours urine, and perhaps to repeat the examina- 
tion for some days. Finally, some analyses present technical difficulties; 
it is therefore necessary to standardize the technique used in order to have 
significant results. This is the case in the analysis of expired air. 

The advantages and disadvantages ol determining biological concen- 
trations, as opposed to concentrations in the air, make the meaning and 
importance of the former somewhat different from those of the latter. 
Both represent, in their own way, a very useful means of preventing occu- 
pational diseases, and of improving industrial hygiene and safety. 

Quantitative analysis of toxic substances in biological materials are 
currently performed in every institute of industrial medicine. But there is 
not yet much agreement on either the maximum allowable biological con- 
centrations, or on the importance of some analyses. It is my firm belief 
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reparation of an internationally accepted list of maximum allow- 
help to all interested in indus- 


wical concentrations will be of great 

wy and hygiene. In some cases, this list will have paramount 

I am referring to some carcinogenic substances which are 

1 tl benzidine, and to radioisotopes. 
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ON THE VALUE OF MEASURING MERCURY 
AND CADMIUM CONCENTRATIONS IN URINE 


FRIBERG 


Hyeieniska Institutionen, Karolinska Institutet. St 


In connection with “*‘ maximum allowable concentrations in 


biol pr 1¢ al 
materials ” 


I should like to express some views on the value of measuring 


mercury and cadmium concentrations in urine. These remarks are based 


on findings in human subjects and in experimental animals. 


Mercury which is absorbed into the body is largely excreted in the urine. 
From this aspect, therefore, determination of the urinary output of mercury 
might be assumed to be a useful measure of the exposure to mercury. Many 


investigations have, in fact, demonstrated a correlation between the amount 
| 


of mercury in the urine and the exposure to mercury, although this relation- 


ship has not yet been fully elucidated from the quantitative viewpoint 
I should like in this connection to draw attention to some sources of error 


| associated with assessment of exposure based on urine analysis 


nich are 


End of exposure 


jk = mms 


1,000 77 





pg /| 


U 
a 
E 

% 


February 


Figures 1 and 2 show the variations in the urinary excretion mercury 
in two cases of mercury poisoning. It is seen that the output ercury 
can vary widely from day to day and month to month, and also at different 
times of the same day, but that these fluctuations are not associated with 
variations in the exposure. Hence it is obvious that, if urinary values are 

any relevance, variations with time must be carefully considered. 
It is also necessary, however, to know when the essential exposure Oct urred. 
\ given concentration of mercury in the urine may in one case, reflect 
contemporary exposure, but, in another case, as I have exemplified here, 


may be attributable to exposure months previously. 
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Chat different norms must be used for different compounds of the same 


substance may seem self-evident. As this distinction is not always observed, 


however, I will cite an example of its importance. Figure 3 shows the content 
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THE VALUE OF MEASURING Hg AND Cd IN URINE 


Also, as regards cadmium poisoning, it would be desirable to fix for a 
biological material a maximum allowableconcentration of the toxicsubstance. 
Cadmium is to some extent eliminated in the urine, but animal experiments 
and post-mortem analyses of organs from human subjects with cadmium 


poisoning have shown that much of the metal accumulates in the body, 
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in the kidneys. \nimal experiments further showed (Figure 4 
hat, despite daily exposure to fairly high concentrations of cadmium, 
almost none is present in the urine during the weeks immediately after 
exposure. Excretion begins gradually after a certain degree of damage has 


occurred, or, possibly, after a certain threshold value has been reached. 


291 





FRIBERG 


irine then increases sharply at the same time 


reased urinary output ol 
corresponding increase in 
a yardstick for 

to be more useful 


ol animals, at 


e duration 


the urine 


1 SeeTr 





MAXIMUM ALLOWABLE LIMITS IN 

BIOLOGICAL MATERIALS IN THE 

PREVENTION OF INORGANIC LEAD 
POISONING 


R. L. Zre_nuts 


le, Leide n. Nederland 


In order to prevent poisoning, it is necessary to have clearly in mind what 


one wants to prevent. There is 


poisonit pecially in medical circles not in direct contact with occu- 


great confusion concerning the concept of 


pational medicine. What one physician call intoxication ”’, “* poisoning”’, 

pathologic: tz lise: is considered by another merely as a 
consequen ff an allowable * high intake imprey ”. ‘Therefore 
it is necessary to specily that degree ol reaction of the { which ts not 
} 


allowable which should be prevented. 


POISONING 


sible to distinguish three concepts of poisoning: 


Pharmacological poisoning 
The whole range of reactions from the earliest signs to the severest distur- 


bances of functions is included. 


Clinical poisoning 
Chere is here a functional disturbance of the organism. This disturbance 
, 


is observed either by the patient himself (colic, paralysis, etc.), or only by 


the examining physician, ¢.g. decrease in haemoglobin values without 


corresponding signs or symptoms Disturbance of important functions 


conclusively indicates a pathologic al State, a disease ° 


Compensatable intoxication 
[his state of poisoning qualifies the sufferer for compensation under the 
laws relating to industrial diseases. According to the Accident Law of 1921 
Netherlands, the Social Insurance Bank pays compensation for the 
income and/or for the costs of medical treatment. With regard to 
industrial lead-poisoning, compensation is awarded in cases of inability to 

work, with very few exceptions. 
It is evident that the maximum allowable limits (M.A.L.) in biological 


materials, and the maximum allowable concentration (M.A.C.) in air, will 
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different according to which of the above concepts ol poisoning is 


ad ypted. 


METHODS OF DETECTION 
haen in is one of the first 
homeostasis in the “* milieu interieur 
this decrease in haemoglobin precedes 
The prevention of lead-poisoning 
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Determination of haemoglobin, Hb (with a Sicca-haemometer) 


Determination of basophilia and reticulocytosis per 1,000 erythocytes 


nto the methods o! stainil an nti has been 


methods: 
rood in dark-field ; 1 light-field 
methods (staining according to Pappenheim, with pH he variation- 


coethcients are relative! 


Semi-quantitative determination of the coproporphyrin concentra- 
tion of the urine 


tions were carrica out wil 


he late Professor Donath? 
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M.A.L.’s IN THE PREVENTION OF INORGANIC LEAD POISONING 


The standardization of the estimation of the degree of fluorescence, made 
possible with this apparatus, represents a considerable progress over pre- 
viously used subjective-estimation procedures. It is possible in a very short 
time (10 urine samples examined in 15 min) to assess the coproporphyrin 
content with great reliability on a semi-logarithmic scale with values of 1-8, 
ranging from 0-50 ug/l. to 3000-5000 ug/l. In our experience this scale is 
easily read up to a value of 7 (1600-3000 ug/l.), but the difference between 
7 and 8 proved to be too small to be distinguished act urately. 


ESTABLISHMENT OF AN M.A.L. FOR INDIVIDUALS 


The following investigations were carried out to establish the M.A.L.’s 
for basophilia and coproporphyrinuria, and also to find a correlation with 


the lead concentration in the air. 


Investigation of 117 non-exposed male persons, in order to establish 
** normal ’’ values 


Che following “‘ normal ”’ values were established: 


) g per cent 


~ 


Hb: 12-8-17-0 g per cent; average: 


15- 
) per cent of values: 12-8—13-7 g per cent 


Basophilia: 80 per cent of values: 0-0 per thousand; 20 per cent of 
values: 0-1—0-5 per thousand 

Reticulocytosis: 0-5—9-0 per thousand ; average : 2-0 per thousand 
Coproporphyrinuria :, 70 per cent: | 0-50 ug/l.); 20 per cent: 
2 (50-100 ug/l.); 10 per cent: 3 (100-200 ug/l. 


It should be understood that these “normal” values do not represent 
‘ideal ”’ values, but those that are generally found on examination of sub- 
jectively healthy, non-exposed, male persons from 20-60 years of age. In 
other investigations it became evident that male persons of a low social scale 
unexposed, unskilled workers in lead-processing industries), tended to have 
a somewhat lower haemoglobin (average 14-0 g per cent) with the same 
minimum values (12-8 g per cent) as in the above-mentioned group, partly 
consisting of skilled workers. The other criteria were independent of social 


class. 


Serial investigation in lead processing industries 

The industries investigated consisted of a white-lead factory (32 workers 
and a red-lead paint factory (7 workers) over a period of 14 years. The 
concentrations of lead in air were not measured during the investigation, 
but, based upon earlier measurements and experience of work-hazard, the 
exposures of the examined persons could be estimated qualitively. From 
this investigation the following conclusions could be drawn. 

Exposure to lou ncentrations—This resulted in an increase of copropor- 
phyrin excretion, sometimes also of reticulocytosis and, slightly, of basophilia ; 
there was no decrease in haemoglobin. 

Exposure to moderate concentrations—This resulted in a rapid increase of 
coproporphyrin excretion up to a constant level of (4)—5-7; later, there was 
an increase of basophilia and reticulocytosis, followed sometimes, depending 


on the exposure-intensity, by a decrease in Hb-values. 
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a value of 4 as M.A.L. for coproporphyrinuria, then, according 


* act ept 


¢ workers with Hb > 14-8 per cent, 
f those with Hb 13-8-14-7 g per cent, 
if those with Hb 12-8-13-7 g per cent, 
> per cent of those with Hb 12-7 g per cent 
inue their exposure. 
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M.A.L.’s IN THE PREVENTION OF INORGANIC LEAD POISONING 


Table 2. Relation of coproporphyrin excretion and Hb-values in 


everal occ upational group 





lvuerage 


propor - 


yrinuria 
Non-expo ed wor ke1 


Printers 
Workers exposed 
0-05 me PI 
ol pigi 
producing lead-iret 
pigments 


Technical staff of pigen 
lactor1 


Painter 
Workers ¢ xp 


Small | 


Wi 
Dry 





regression-equations and correlation-co- 
following results 
0-5x 57 
0-00} 0-67** (P 
with Hb } percentage 
per cent 
percentage with coproporphy- 


rinuria 4 


From the fh “‘ncy-disti tion of the values for coproporphyrin ex- 
ion it 1s, 1 *, possible to estimate the extent of disturbance of 
mopoiesis he most important indicator for Hb-values in a group is 
percentage o b-value 13 ‘n e., the low values This 
shows ; y higl ‘lation with the average coproporphyrin- 
Determination of the freq y-distribution of the coproporphyrinuria 
ipational group Is a qui k and easy procedure about 50 persons 


examined within one hour 
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RELATION BETWEEN LEAD CONCENTRATION. DURATION 
OF EXPOSURE AND REACTION OF THE ORGANISM 


I 





A! IN THE PREVENTION OF INORGANIC LEAD POISONING 


lator 








significantly (P 0-05). The groups from JTable 3 may be arranged 


according to decreasing haemoglobin (1.¢., increasing functional disturbance 
C,-A .-B C,-B — C,-A — C,-A C,-B + C,y-A C,-B. Group C,-B 
differs from C,-A and C,-B only in 


excretion; 


elevated coproporphyrin 
the haemoglobin generally has not decreased in contrast to group 
The M.A.C. should therefore be somewhere between the average 
group C,-B and C,-A, we., 0-15 mg Pb/m*. Dr Hartogensis 
more extensively with this side of the problem. 


From these data the frequency-distributions for coproporphyrinuria and 


other laboratory data could be established in relation with air concentrations. 


standard frequen distributions *’ can be used to estimate the 


other occupational groups Che frequency-distribution of the 


n excretion is most useful for this purpose because it may easily 


assessed and the correlation with air-concentration is a high one. A 


uency-distribution with an average of 2-2-5 will correspond with the 


value. 


tigation it may be conclud that the M.A.C. for inorgani 
’ 


he raised to 0-2 > as proposed by » American 


of Governmental Industrial Hygienist 7), in any case not 
a moderate personal hygiene he M.A.C. should rather 
0-1 me Pb/m* if prevention of significant disturbance in 
I 
haemopoiesis is aimed at. 
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industriéle loodintoxicatie in Nederland Industrial Lead Poisoning in the 
Netherlands . The Leiden 1959). The 
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are essentially the 


significance ol copropor- 


inuria for the screening of groups of workers has been discussed in 


Ind. Med., 18, 58 (1961 
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THE EXPOSURE TO LEAD OF WORKERS IN 
THE PIGMENT INDUSTRY 
HARTOGENSIS 


Instituut voor Gezondheidstechniek TNO, Afdeling Industriéle 


Luchtverontreiniging, ’s Gravenhage, Nederland 


INTRODUCTION 


In order to obtain more data on the effect of inhalation plumbiferous 
dust by workers, a systematic examination was organized in a number of 
pigment factories in the Netherlands. Some experience had been gained 
from a former examination of an analogous nature held in factories where 
lead accumulators were manufactured. Based on this examination, and after 
discussion in a committee on which several experts sat, a scheme for this 
examination was drawn up which may be divided in three parts: 

a) an environmental examination of the concentration of plumbiferous 
dust in the various factory departments, combined with an investigation of 
the measures designed to combat the pollution of air, such as encasing, 
exhausting and ventilation; 

b) a medical examination of all workmen, whether they have been ex- 
posed to plumbiferous dust or not; 

c) an analysis of the duties performed by each workman, the analysis 
being particularly detailed where the last few months were concerned. 

Part (a) was carried out by the Department of Industrial Air Pollution, 
Research Institute for Public Health Engineering T.N.O., part (b) by the 
Department of Occupational Medicine of the Netherlands Institute for 
Preventive Medicine, part (c) by these two departments together. The 
Inspectorate of Factories and, in particular, the Medical Service of this 
Inspectorate, assisted in it. Industrial physicians were employed where 
possible. 

Mr Zielhuis will report on part (b). ‘The examination has, at the moment, 
only been completed in two factories; it will be continued in other simula 
factories. ‘This report, which contains only those data which seem to be of 
importance for the determination of the maximum allowable concentration, 


should, therefore, be regarded as a provisional one. 
THE DETERMINATION OF THE LEAD CONCENTRATION 
IN AIR 


Air in the factory was sucked through a filter paper (Schleicher and Schiill, 
No. 589%, “ blue band ”’, 9 cm diameter) at a rate of 1-5-2 m*/half-hour; 


as a rule each determination required 15 to 45 minutes. ‘The volume of air 


sucked through was measured by means of a dry gas meter. ‘The filters were 
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EXPOSURE TO LEAD IN THE PIGMENT INDUSTRY 


spent dumping the material, an average exposure could be determined in 
this instance. 


When chrome yellow and chrome green, consisting of lead chromate and 


4 


a mixture of lead chromate and Prussian blue respectively, were milled, high 


concentrations were often found. As averages in the various rooms of these 
two factories we found 0-13—0-15—0-16—0-23-0-39-0-39_0-65 and even 1-43 
mg lead/m* air. Most of the high average concentrations were again found 
where the pigments were bagged: 0-08—-0-35—0-91 and 1-28 mg lead/m# air. 
In the stores, on the other hand, the concentrations were mostly low, 


averaging 0-08 and 0-10 mg lead/m?® air, although higher values up to 


0-57 mg lead/m?® 


air were occasionally observed. 

In several instances the determination of an average concentration from 
5 to 10 determinations was pos#ible only with a good deal of inaccuracy. For 
instance, in one room (where chrome green was milled) an average concen- 
tration of 0-23 mg lead/m* air was found with a standard deviation from this 
average of 0-09. ‘The cause of the wide variation in the results is not known 
to us. Where it is known a better estimate can sometimes be given. With 
an installation for milling chrome yellow, high to very high concentrations 
were constantly found when the mill was being cleaned. It was estimated 
that the mill was cleaned for half an hour after an operation of approximately 
five hours. During normal operation the average concentration amounted 


} air, standard deviation 0-03: during cleaning 2-79 mg 


to 0-15 mg lead/m 
lead m? air, standard deviation 2-27 ('). Based on these data the average 


concentration amounted to 


0-39 mg lead/m* 


sults are highly inaccurate; the standard deviation 


atio 10:1 is also rather inaccurate. Fortunately. 


most average concentrations are not so inaccurate, 


ANALYSIS OF WORK 
[his turned out to be much more difficult than was expected. The factory 
management issued a list giving the names and ages as well as brief indications 
of the jobs of all workmen. In addition every workman was asked to state 
his former duties and to give a more detailed des ription of his duties during 
last month Many workmen appeared to perform various duties, 
ometimes with widely varying exposures, without being able to give an 


' 


ccurate account of the way in which they divided their time. Some 
workmen even failed to give us a clear picture of their duties. A fairly 
group, that of the technical service, moved about the factory in an 

As the concentrations were measured at certain 

certain operations, and as the medical examinations 

ncerned only individuals, the relation between these two factors could 

be examined only if the exposure of each workman could be determined from 


data obtained. ‘This was not possible, therefore, with every workman. 


DIVISION INTO EXPOSURE GROUPS 
be able to continue the examination he circumstances, a 
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division was made into exposure groups, which were at first defined as 
follows 
Group | no lead exposure 
Group I] ight lead exposure the average concentration to which 
these workmen were exposed being 0-15 mg lead/m® air; 
Group III: heavy lead exposure; the average exposure varying from 


0-15 mg to 0-75 mg lead/m’ 


alr, 
very heavy lead exposure ; the average concentration 
amounting to >0-75 mg lead/m? air 
were cxam 1 at the beginning < he investigation; the 
ivailable data determined to what group they were lon Afterwards 
of workmen 1 tory B, who had been 
the estimated exposure was too hig based on a 


ations, and on a better estimation of the duration 


¢ assessment ol the exposure had to be lowered. In 
een Group III and IV at 0-65 instead of 0-75 


wever, Group |V comprised only a small portion of the work- 


ne conciusions tron { n ica cxaminauol and from the 


average inhale oncentrations 
roups of workmen (4 groups in 2 factories 
as assigned to the average concentration 


portional to the number 
group I, reasonably 

IV, because 

yncerne the peak values 
ited time, although they might have 


exposure we 


Group I\ 
1-2 
0-65 


| could not 
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this group 

in in factory B 
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VERGLEICHSUNTERSUCHUNGEN VON 
BLEIVERGIFTUNG BEI IN VERSCHIEDENEN 
DRUCKEREIABTEILUNGEN (IN 
VERSCHIEDENARTIGER HOHE) 
UNTERGEBRACHTEN TIEREN 


J. K. TeucHMAnn 


Latlad Fiztologi i Higieny Pracy, 


Centralnego Instytutu Ochrony Pracy, Warszau a, Polséa 


GRUNDLAGEN 


Unsere Untersuchungen wollten anhand von biologischen Material 
feststellen, ob sich Tiere als Kriterium faktischer Toxizitat des Arbeit- 
splatzes verwenden lassen, je nachdem wo sie untergebracht sind, um auf 
dieser Basis den Schadlichkeitsgrad verschiedener Druckerciabteilungen 
zu ermitteln. Zugleich bildeten diese Tiere cinen Kontrollfaktor fir die 


Ergebnisse von physikalisch-chemischen Untersuchungen der Atmosphare 


in Produktionsradumen sowie des Schadlichkeitsgrades von verschieden 
grossen Bleistaubteilchen fiir den lebenden Organismus. 


METHODIK 


Man wandte das Prinzip der Vergleichsuntersuchungen an und verwendete 
Meerschweinchen, die zu den ziemlich widerstandsfahigen und fiir Intoxi- 
kation relativ schwer empfanglichen Tieren gerechnet werden. Wir waren 
bemiiht, in bezug auf Alter und Gewicht mdéglichst gleichgeartete Meer- 
schweinchen auszuwahlen, siestammten aus derselben Zucht und waren unter 
vollig gleichen Bedingungen gefiittert worden. 

Die Tiere wurden in Gruppen zu 10 Stiick in 10 Kafigen von gleichet 
Bauart und Grdésse untergebracht, die Tiergruppe in einem K§Afig war 
jeweils gleichen Geschlechts. In der Linotypenhalle wurden in drei 
verschiedenen Héhenlagen je ein Kafig mit 10 Meerschweinchen in drei 
Etagen, in der Giesserei zwei KAfigen, gleichfalls verschieden hoch, an det 
gleichen Wand und in derselben Entfernung von Ventilator und Fenste1 
aufgestellt Der letzte Kafig wurde als Kontrolle ausserhalb der Druckerei 
untergebracht. Sdmtliche Tiere wurden zu gleicher Zeit gefiittert, 
beobachtet und unter den gleichen Voraussetzungen untersucht. 

Die Beobachtungen und Untersuchungen wurden im Laufe eines ganzen 
Jahres gefiihrt. Sie beruhten darauf, Material fiir Experimente zu sammeln, 
systematisch, Tag fiir Tag, den ganzen Zeitraum hindurch, angesichts de1 
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BLENERGIFTUNG IN DRUCKEREIABTEILUNGEN 


1) Den Herzen sdmtlicher Meerschweinchen wurde je 1 ml Blut 


entnommen, sowohl derer, die der Bleieinwirkung ausgesetzt als auch von 


cdi n bleiloser ngebung itergebracht waren; auf nicht- 
t. Zur Anwendung kamen 

ier) und Reagenzglaser aus nicht- 

chen Apparat wurde die Bleikonzen- 

entnommenen Blut bestimmt durch 

Anstalt des Zentralinstituts fir Arbeitschutz 


iw der Meerschweinchen und bereitete 
von basophil punktierten roten Blut- 
choltz-Niszczynska von der Anstalt 


es Zentralinstituts fiir Arbeitsschutz 


lh/ 


Biesi Kierska funy { ntersuchnungel ics Augenhintergrundes, 


Reaktion der Augenmuskeln u.a@. aus. 
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gt und 
die Knochen photographiert von Zgliszezynski (Anstalt fir Radiologie det 
Mediz usenen Akademic 

6) Nach einjdhrigem Aufenthal ler Druckerei wurden die Tiere 
getotet, seziert und an die Anstalt fiir Patholog Anatomie in Warschau 


)) In der Endphase der Beobachtungen wurden die Tiere gerént 


zwecks Anfe1 u von hist thol 1 gesandt (Stanezy- 
kowa 
zwecks Antertigung vo! . topathologis nen I araten gesandt (Dozent 
Dr Stanezykowa 
Knochen der geté n Tiere 
Gehalt an Blei polarographis ermittelt 
Die erzielten Ergebnisse wurden graphisch dargestellt und mit dem Zustand 


ht ische1 ‘dingungen befunden 


UNTERSUCHUNGSERGEBNISSE 
t i n der Linotypenhalle, in drei verschiedenen 
die Blei- 


Ganz im 


Crew 


nent 


id im ganzen 
Schwankungen 
sich ein héhere 
ussboden unter- 

Blei- 


bedinet ist, ‘r die Tiere 


im it micht durch d , lage 
untergebracht waren h ist beachtenswert, dass manche Bestimmungen 
vom Durchschnitt kr: abweichen und daher Ausserst zuriickhaltend 


bewertet wurden (Abi 
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Im Zusammenhang damit kann folgendes festgestellt werden: 

1) die Toxizitat der Luft in der polygraphischen Industrie fallt gemein- 
hin nicht ins Gewicht; 

(2) die am Fussboden der Giesserei untergebrachten Tiere sind einer 
Bleivergiftung am meisten ausgesetzt; 
3) der Vergleich der basophil punktierten roten Blutkérperchen 
zeitigte Ergebnisse, die sich vorangegangenen Untersuchungen nahern. 
liere, die, vor allem in der Giesserei, im niedrigsten KAfig untergebracht 
waren, zeigten die meisten basophil punktierten roten Blutkérperchen. 
Deren Anzahl verringerte sich in héheren Lagen (Add. 3). Der Vergleich 
der Anzahl von Blutkérperchen erweist, dass die Luftschicht direkt iiber dem 
Fussboden sowohl in der Linotypenhalle als auch in der Giesserei am 
meisten toxisch ist, wobei in der Giesserei die héchste allgemeine Toxizitat 
besteht; 

+) das Aussehen der Versuchstiere erbrachte keine objektiven Anhalt- 
spunkte. Doch liessen die Untersuchungsergebnisse nach eingehender 
Analys des Problems mit Biesiekierska den Gedanken auf kommen, eine 
neue Arbeit, die Ausarbeitung eines einfachen diagnostischen Tests unter- 
nehmen zu friihzeitiger Erkennung der Bleikrankheit; 

5) R6éntgenuntersuchungen brachten ebenfalls keine objektiven Anhalts- 
punkte: ihre Ergebnisse haben sich fiir unsere Zwecke als indifferent er- 
wiesen. Doch zeigte es sich bei deren Diskussion mit Zgliszczynski al 
zweckmassig, Experimente entspreckenden unter Bedingungen mit jungen, 
wachsenden Tieren anzustellen ; 
wiesen. Doch zeigte es sich bei deren Diskussion mit Dozent Dr Zglis- 
zczynski al zweckmassig, Experimente entspreckenden unter Bedingungen 
mit jungen, wachsenden Tieren anzustellen; 

6) Anatomische und histopathologische Priifung konnte die Unter- 


schiede im makro- und mikroskopischen Bild der Tiergewebe und -organe 


ihrer Unterbringung in den verschiedenen Druckereiabteilungen nach 
nicht exakt erfassen. 

7) Ein Vergleich des durchschnittlichen Bleigehalts in den nach ein- 
jahrigem Aufenthalt in der Druckerei getéteten Tieren lasst keine kon- 
kreten Schlussfolgerungen in bezug auf den Grad der toxischen Verstaubung 
der Luft in verschiedenen Héhenlagen zu. In den unteren Schichten der 
Linotypenhalle lasst sich eine unbedeutende Verringerung, in der Giesserei 
dagegen ein Ansteigen verzeichnen. Dagegen tritt eindeutig ein grdéssere1 
Bleigehalt in den KAnochen der in der Giesserei untergebrachten Tiere im 
Vergleich mit denen zutage, die gleichzeitig in der Schnellpressenhalle 
untergebracht waren. 

Anhand des Vergleichs der Ergebnisse von Bleibestimmungen in Knochen 
lassen sich nachstehende Schliisse ziehen. Die in der Giesserei unter- 
gebrachten Tiere sind einer Vergiftung mehr ausgesetzt als Tiere, die in der 
Linotypenhalle untergebracht sind, wobei die in Fussbodennahe befindliche 
Luftschicht vermutlich am meisten toxisch ist. 


SCHLUSSFOLGERUNGEN 
1) Die allgemein akzeptierte Schwelle des toxischen Bleigehalts im Blut 
von 0,03 mg Prozent diirfte zu niedrig bemessen sein. 
2) Die derzeit in der polygraphischen Industrie herrschenden durch- 
schnittlichen Arbeitsbedingungen sind im Prinzip nicht gesundheitsgefahr- 


dend, was Bedrohung durch Bleikrankheit betrifit. 
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\m meisten toxisch in bezug auf den Gehalt kleiner Bleimengen, die 
Einatmung dem Organismus zugefiihrt werden, sind vermutlich die 


hten in den unteren Lagen der Produktionshalle 


die Methodik der physikalisch-chemischen 


immung der Verstaubung der Luft mit Blei 
zu vereinheitlichen 
‘s Forschungsobjekt bilden, um 
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p-AMINOPHENOL EXCRETION AS AN INDEX 
OF ANILINE EXPOSURE 


4 
I. PACSERI 


Orszdgos Munkaegészségiign Intézet, Budapest, Magyarorszdg 


In view of the fact that aniline is absorbed not only by inhalation but also 
through the skin, the aerial contamination alone is not an exact indication 
of exposure. It is necessary to find a biological test which reveals exposure 
and is independent of the route of absorption. It is conceivable that the 
p-aminophenol excretion in the urine, which is a well-known symptom of 
aniline intoxication, can fulfil this requirement. However, it is doubtful 
whether the f-aminophenol reaction will allow the degree of exposure to 
be assessed. 

\t the International Congress on Occupational Health held in Helsinki 
Dr Magos and the present author stated that methaemoglobin values above 

g per cent indicate an increased, acute exposure. In experiments on 
the inhalation of aniline with ourselves as subjects, we found that p-amino- 
phenol excretion is also a symptom of acute aniline exposure. With this 
information we carried out a study to relate the urine f-aminophenol values 
to methaemoglobinaemia in order to estimate the value of the f-aminophenol 
excretion as an index of the degree of aniline exposure. In the course of this 
study we determined the f-aminophenol in the urine, and the methaemo- 
globin in the blood, of persons working in aniline factories. The samples 
were taken at the end of the working shifts. _Methaemoglobin was estimated 
in a Pulfrich photometer by the method of Magos and Szirtes', 9-amino- 


phenol was determined by the Greenberg and Lester? method as modified 


by I. Batskor’. 


It was found that, if the methaemoglobin values were less than 0-5 g per 


} 


cent, the maximum f-aminophenol value was under 12 mg/l. of urine, the 
average being 2-08—-2-:7. When the methaemoglobin values were between 
0-5-2-0 g per cent, the p-aminophenol in the urine varied from 8 

mg/l. with an average of 39-44 + 20-0mg/l. Above 2-0g per cent methaemo- 
globinaemia, the f-aminophenol values varied between 27-0—-630-0 mg/L., 
with an average of 236-0 + 210-0 mg’! 

Since the methaemoglobin values under 0-5 g per cent represent slight 
exposure, the corresponding figures.of p-aminophenol excretion, 1t.e., unde 
12-0 mg/l., also show slight exposure. The exposure is increased if the 
methaemoglobin values lie between 0-5-2-0 g per cent, and therefore the 
corresponding f-aminophenol values also represent an increased exposure. 

he majority of the figures falls between 19-59 mg/l.) In those cases in 
which the p-aminophenol values exceed 50-0 mg/!., the exposure is certainly 
serious, since the methaemoglobinaemia is above the toxic limit. One 
must even reckon here with the possibility of poisoning, but it has to be 
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mentioned that in some cases there was poisoning with a p-aminophenol 


excretion as low as 27-0, 32-0, or 45-0 mg/l. 
It is obvious that there is a significant difference between the three groups, 


as has been proved by statistical analysis. From what has been mentioned 


above, we may draw the conclusion that the p-aminophenol test is a useful 
method of evaluating the degree of exposure, but it has to be pointed out 


that it can be applied in practice only as a group test. 
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FACTEURS CONDITIONNANT LA TOXICITE 
DES MINERAIS DE MANGANESE MAROCAINS 


J. Roprer 
Centre Atomique de Varcoule,. ( husclan, Gard, France 


Si les emplois du manganése et de ses composés sont nombreux, les travaux 
exposant au manganisme sont au contraire restreints. L’intoxication est 


essentiellement due a l’inhalation des poussiéres ou des vapeurs de manganése. 


La pénétration du manganése dans l’organisme s’effectue par les voies 
digestives et pulmonaires. Dans l’intoxication professionnelle, la voie 
pulmonaire est la seule a prendre en considération. 


Parmi les facteurs qui conditionnent la toxicité des poussi¢res des minerais 


de manganése, le principal est certainement le nombre de particules de 


dimensions inférieures 4 5 u. A ce facteur s’ajoute la teneur de ces pous- 
si¢res en métal toxique et, en conséquence, la richesse du minerai. Ce 
dernier facteur est extrémement variable selon le type de minerai. II 
différe aussi suivant l’exploitation et, quelquefois méme, dans les gisements, 


suivant les zones minéralisées. 


Si l'on compare le nombre de cas d’intoxication par mine (Tiouine 154, 
Imini 46, Bou-Arfa 14) avec le tableau ci-contre qui indique des moyennes 
d’empoussi¢rages dans les exploitations et pour différents postes de travail, 
on constate une différence considérable au point de vue danger d’intoxi- 
cation entre le minerai de type rocheux (Tiouine) et le minerai de type 
friable ou pulvérulent (Bou-Arfa, Imini). Dans le premier cas, le nombre 
de poussieres est considérablement plus élevé et la majorité de celles-ci 
rentre dans la catégorie des particules nocives en-dessous de 5 u. ‘Toutefois, 
le nombre de fines poussiéres et la teneur en manganése n’explique pas toute 
la toxicité des empoussi¢rages. Ainsi, dans les usines de “ sintérisation ”’ 
de Sidi-Marouf, le nombre de poussiéres est élevé et la teneur en manganése 
est trés importante. Cependant, on y rencontre pratiquement pas de cas de 
manganisme. En ce qui concerne les mineurs, on remarque que la plus 
grande majorité des malades se trouve parmi les mineurs au marteau 
perforateur. Pourtant,les taux d’empoussiérage sont encore importants dans 
les galeries et dans les chantiers ot |’on utilise seulement le marteau piqueur, 
ainsi que dans les installations de surface. La seule différen« e, vient de ce 
que le mode d’extraction qui implique l’usage du marteau perforateur pour 
le minerai rocheux donne naissance a des poussiéres fraiches. ‘Tandis que 
le mode d’exploitation du minerai pulvérulent—le plus souvent légérement 
humide—et la sintérisation provoquent plutét une remise en suspension des 
poussi¢res, la pulvérisation n’étant qu’accessoire. ‘Tout se passe comme si 


les poussi¢res anciennes remises en suspension, ne semblaient pas devoir 
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EXPERIMENTAL INVESTIGATIONS ON THE 
QUANTITATIVE ESTIMATION OF ANILINE 
ABSORPTION IN MAN 


Durkrewicz and J. Piorrowsk! 
Instytut Medycyny Pracy, Lodz, Polséa 


[his paper was based on two reports, the aim of which was: 

1) The elaboration of a quantitative total aniline absorption index on the 
basis of the determination of p-aminophenol excretion in urine; 

2) The evaluation of different absorption routes in the experimental 
conditions. 


THE QUANTITATIVE INDEX OF TOTAL ANILINE 
ABSORPTION 
Chis index was worked out in two separate experiments on men. Pio- 
trowski applied liquid aniline on the skin of the forearm by means of a 
gauze layer. The amount of aniline absorbed was determined from the 
difference between the dose applied and the amount of aniline left on the 


gauze and the skin at the end of the experiment. Dutkiewicz carried out 


investigations on the absorption of the aniline vapours in the respiratory 


tract in men. He used a technique which is routine for experiments of this 
kind. Both authors determined p-aminophenol in urine by the colorimetri 
method which is based on the indophenol reaction. However, each of them 
used a different variant of this method. 

From the above experiments two variants of the absorption index were 
obtained. In the first one the aniline absorption is evaluated on the basis of 
p-aminophenol excretion in the urine collected during 24 hours (Figure / 


oO @ Skin absorption 
E . Lung absorption 








Aniline 
Figure ] 
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INVESTIGATIONS ON ANILINE ABSORPTION IN MAN 


in both experiments, the results show an extremely close agreement. This 
justifies the claim that the problem of providing a total absorption index of 


aniline in man has been solved. 


The absorption rate obtained by either of the above methods relates to the 
day in which the test was carried out. The aniline absorption in the 
preceding period can be neglected, because there is no appreciable accumula- 


tion of p-aminophenol in the body. 


U‘he method for the evaluation of exposure to aniline can be used under 


held conditions, and full details are given in a paper by Piotrowski (1957 


THE ABSORPTION ROUTES OF ANILINE 

Dutkiewicz investigated the absorption of aniline vapour in the respiratory 
tractin man. For this purpose he used a special chamber in which constant 
conditions of temperature, humidity, and aniline vapour concentration were 
maintained. The person under examination was stationed outside the 
chamber and inhaled the air from the chamber. The concentrations of 
aniline vapour in inhaled and expired air were determined and the volume of 
respired air was measured. From these results the quantity of the absorbed 
aniline was calculated. Theretention of aniline vapour was constant and very 
high, approaching 90 per cent. 

Liquid aniline as well as aniline vapour is absorbed through the skin very 
easily he absorption rate of liquid aniline from layers of gauze, containing 
10 mg/cm? (practically saturated with aniline), is very high. It increases 
with the temperature of the skin and ranges from 0-2 to 0-7 mg cm.-*.] 
Che data given represent the maximum values, simulating a situation in 

hich the workers’ skin or clothes are splashed with a large amount of 
aniline. The absorption rate increases rapidly when the skin is moistened, 
reaching 3-8 mg cm.~*.h-'. 

[he absorption of aniline vapour through the skin has been rather 
questionable in the toxicological literature, especially because of the negative 
results obtained by Schuetze. The absorption of aniline vapour through the 
skin was systematically investigated in our laboratory in experiments in 


which absorption via the respiratory tract was excluded. 
From Dutkiewicz’s results the following conclusions may be drawn: 


i) In aniline vapour concentrations ranging from 5-20 ug/l, with a 
temperature of 25°C (or higher) and a humidity of 35 per cent (or higher 
a resting, fully relaxed person absorbs through the skin amounts comparable 
with those absorbed simultaneously through the respiratory tract. The 
part played by the respiratory tract in the total aniline absorption was 
estimated to be 36-53 per cent. 

Che rate of absorption of aniline vapour through the skin ranges from 
cm~*.h-', and is approximately 1,000 times lower than that of 


liquid aniline. The rate of absorption increases with the concentration of 


aniline vapour in the air (Figure 4 
iii) The absorption of aniline vapour through the skin increases with the 


temperature and humidity of the air. A rise in temperature from 25° to 
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humidity from 35 to 75 per cent, leads to an increase in the rate 
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iv) The use of a simple overall protects a person, to some extent, against 


aniline vapour, his absorption being reduced by approximately 40 per cent. 
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LA VALEUR COMPARATIVE DE CERTAINES 
METHODES DE DOSAGE DU PLOMB URINAIRE 
POUR L’APPRECIATION DES RISQUES ET 
LE DIAGNOSTIC DU SATURNISME 
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méme temps aprés coprécipitation plomb précipitable (P), et apres 
mineralisation: plomb total (7 

lous les sujets des catégories “ absorption augmentée”’ et “ saturnisme 
chronique évolutif ’’, ainsi que la majorité des sujets 4 “* absorption physio- 
logique * ayant été hospitalisés dans notre clinique pendant la durée de 
investigation, la récolte des urines et les dosages étaient effectués dans des 
conditions strictement contrélées. Les dosages ont été répétés 2 a 5 fois 
pour chaque sujet, 4 2—4 jours d’intervalle. 

Les résultats des dosages du plomb urinaire nous ont donné les valeurs 


suivantes ( Tableau / 


Tableau 1. Valeurs moyennes du plomb urinaire obtenues ay coprécipitation et aprés 


min éralisauion ig de plomb i. G urine 





Nombre Ploml Plomb Plomb 
Calévorte linique de cas total pre ipitadle non pre ip 


P i-—P 


Absorption physiologique $2.6 0,4 
Absorption augmentée l 95,5 34.9 
Saturnisme chronique évolutif - ( 150,04 106,86 





Comme il ressort des chiffres du tableau, chez les sujets en état d’absorption 
‘ physiologique ” de plomb, la coprécipitation réussit a4 séparer la totalite 
du plomb urinaire. 

Il n’en est plus de méme pour les sujets qui absorbent du plomb a un 
taux plus élevé. Chez ceux-ci, méme s‘ils ne présentent pas encore de 
signes cliniques d’intoxication, une partie considérable du plomb urinaire 
n’est plus entrainée par la coprécipitation. Cette fraction “ non précipi- 
table ’’ peut arriver a représenter plus de la moitié du plomb urinaire chez 
certains sujets. 

Cette fraction semble étre un complexe organique du métal, |’existence 
de tels complexes ayant été soutenue et démontrée déja dans le sang 
Teisinger,'® Kety,'® Maxwell'’). En effet, en traitant l’urine par l’alumine 
activée on constate q’une certaine quantité de plomb seulement peut étre 
adsorbée, et qu’elle correspond justement a la quantité de plomb précipitable 

Tableau 2 


Tableau 2. Comparaison des fractions précipitables et adsorbables du plomb urinaire 





sg Pb/l. d’urine non traitée ug Pb/l. d’urine apres 
adsorption sur Al,O, 


Echantillon 


7 P T-P 
T otal Précipitable Von précipitable| Non précipitable| Coprécipitable 


135.0 120.0 . 15,0 0,0 
139.0 82,5 ‘ 49,5 0,0 
71,5 53.0 3. 15,0 0.0 
60.0 30, . 30,0 0.0 
120.0 : 32. 64.0 0,0 
105.0 7. 7, 52.5 0.0 
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valeurs de cette fraction, et surtout son évaluation par rapport au plomb 


urinaire total, pourraient étre prises en considération pour l’interprétation 


de certains aspects physiopathologiques du saturnisme. 
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ANALYTICAL METHODS FOR MEASURING 
THE CONCENTRATIONS OF TOXIC 
SUBSTANCES IN INDUSTRIAL ATMOSPHERES 

Gaat 


L.C1, Ltd., Industrial Hygiene Research Laboratories, Welwyn, U.K. 


he relation between maximal allowable concentrations (M.A.C.’s) and 
the analytical methods used to measure the contamination of industrial 
atmospheres, is reminiscent of the old problem, “‘ which came first, the 
chicken or the egg?” Does the analyst need information on the magnitude 
of these limiting concentrations before he can select and test a suitable 
quantitative method, or does the industrial toxicologist require the analytical 


information on factory atmospheres before he can decide on the limit ? 


Ihe answer to this question lies in the methods used to establish the 
M.A.C.’s, and which are being extensively discussed by other Sections of this 
Symposium. ‘The origins of the 223 figures in the 1955 list of threshold 
limits issued by the American Conference of Governmental Industrial 
Hygienists, have been reviewed by Stokinger. He has shown that 42 per 
cent are based on animal experiments, 11 per cent on human experiments, 
while 4 per cent have the support of both, and 9 per cent are based on what 
has been termed the “ educated guess”, with the origins of | per cent 
uncertain. ‘The remaining 33 per cent derive from industrial experience 
and, of these, 10 per cent also have the support of animal experiments. Now 


it is, evident that with this 33 per cent, the observed toxic effects on man must 


have been correlated with the quantitative figures of atmospheric contamina- 
tion obtained by the analyst, before a decision was made on the magnitude 
of the threshold to be selected. The analytical methods must, therefore, 
have existed prior to the publication of the threshold limits, and acceptance 
of these limits as valid implies that the analytical methods used are regarded 


as satisfactory and that they have been applied in a proper manner. 


On the other hand, a knowledge of the magnitude of the M.A.C.’s is 
essential to the analyst in the selection of suitable methods for industrial air 
analysis. When a method of this type is requested, the most important 
question, is “* what order of concentration is to be measured, and with what 
precision are the results required?” Few sensible toxicologists would 
demand a high degree of precision, for they know only too well the uncertainty 
which surrounds much of the evidence on which these threshold limits are 
based, and they would realise that a precision of 20 per cent would be 
adequate, but that it is essential that the agreed level of precision should be 
achieved, however low the M.A.C. may be. It would be true to say that it 
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that even the latter would prefer tests which do not ocx upy the time of a skilled 
analyst. 

Simplicity of operation, however desirable, should not be attained at the 
expense of specificity and precision. It is, of course, preferable that a method 
should not be affected by the presence of other substances in the atmosphere, 
although from an industrial hygiene viewpoint, an interference giving rise 
to an over-estimate is less serious than one which produces an under- 
estimate. An analytical method should also be capable of vielding a 
speedy result, as a delay of several hours in the recognition of a dangerous 
atmosphere is clearly undesirable. Sometimes it is not possible to find a 
method which conforms with all these guiding principles. It may 
necessary to select one which calls for considerable technical skill. as in the 
determination of mercury vapour in air, or it may be necessary to sacrifice 
more specificity and precision than an analyst would prefer. For som 
atmospheric contaminants two methods have been selected: a simple, 
rapid, but not very precise procedure which is capable of giving a warning 
of excessive atmospheri concentrations, together with a more complex 
procedure capable of giving more reliable results. 

rhe final selection of methods reached by any group of experts does not 
imply that other adequate methods do not exist, for the choice must inevit- 
ably be influenced by the personal experience of the members. The Toxic- 
ology Division is also well aware of two important groups of methods which 
are available commercially, and which are finding an increasing use in 
industry, and yet which are not, in the main, eligible for official adoption. 
Che first group includes those methods using complicated instruments which 
give directly an indication, or a permanent record, of an atmospheri 
concentration. Such instruments are based on a variety of physical 
principles; ultra-violet and infra-red absorption, emission spectroscopy, 
thermal conductivity and ionizability. They usually have a high sensitivity 
and specificity and, provided that they are functioning properly and are 
correctly calibrated, they are very simple to use. Their advantages may 
outweigh the high initial cost and the need for skilled maintenance, yet it is 
not possible for such methods to be officially adopted when a complete 
specification of the apparatus is rarely available and details are frequently 
protected by patents. Moreover, the calibration of such instruments is 
entirely in the hands of the manufacturer, and it is rarely possible for the user 
to apply a satisfactory check. The second group includes methods which, 
with one exception, have not been adopted, yet which have much to com- 
mend them: these methods make use of what has been termed an indicator 
tube. This is a glass tube filled with a granular material impregnated with 


suitable reagents which, when an air sample is drawn through it, develops 


a coloured stain if the contaminant for which it is designed is present. The 
concentration in the atmosphere is assessed from the length of the stain for 
a given volume of air, or from the volume of air required to colour the whole 
of the reactive layer. A range of such tubes for the more usual industrial 
air contaminants is available commercially in several countries. However, 
as with the instrumental methods, the reluctance to adopt them officially is 
due to the secrecy of the manufacturers concerning formulation, and lack of 
control over calibration. ‘The one exception is the most important indicator 
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lrom solution. This equation shows that complete efficiency can never be 


obtained, that it is inversely proportional to the volatility of the vapour o1 


gas from solution, and that it can be improved by keeping the air sample 


small or the volume of absorbing liquid large. No term is included for the 
rate of sampling as the derivation of the equation assumes that equilibrium 
is reached between the concentrations of vapour in the air and in solution; 
provided that very high speeds are not involved, little advantage in efficiency 
is to be gained by slower sampling or by the design of the absorber. An 
increase in the theoretical efficiency shown by the equation can, however, be 
obtained by using several absorbers in series, but it is very rare that more 
than two such absorbers are necessary. 

A complete absorption of a vapour in a liquid may be possible if a chemical 
reaction is involved in the retention of the vapour, provided that the time 
of reaction is short compared with a period of contact between the air and 
the liquid. Many of the methods commonly applied which make use 
of this principle, such as the absorption of chlorine in 0-toluidine solution or 
of aniline in dilute acid, involve reactions which are so rapid that efficiency 
is unaffected by the range of sampling speeds usually employed. On the 
other hand, slow chemical reactions are unsuitable for bubbler absorbers 
and, if they must be used, one should consider some other method of ab- 
sorption, such as the exhausted vessel used for nitrous fumes by the 
azotization procedure. An example of a reaction of intermediate speed, 
where efficiency is affected by the design of the absorber, is the absorption 
of chlorbenzene in formaldehyde-sulphuric acid. Probably the most use- 
ful modification of the simple bubbler for this reaction is the inclusion of a 
sintered glass disc to break up the air stream and reduce the bubble size, 
but, with the exception of a few special cases of this kind, it may be stated in 


general terms that the design of a liquid absorber for vapours and gases does 


] 
i 


not play an important role in determining efficiency. 


When the atmospheric contaminant exists as a mist, as dust or as fumes, and 
a weight concentration in air is required, certain important modifications 
must be made in the design of a liquid absorber. Particulate matter will not 
be trapped efficiently by bubbling air through a liquid if the size range of 
tne parti les is such that their mean-free-path is insufhcient to permit a high 
proportion of collisions with the air—water interface during the life of an air 
bubble. It is necessary that the dimensions of » absorber and the ai 
sampling speed should be such that the air at the jet approaches the velocity 
ol sound and then impinges on the base ol the absorbe r. Suc h an absorbe1 
is known as an “impinger’’, and its high efficiency for particles with a 
diameter of | u or greater depends on the sudden change in kinetic energy 
of the particles. This subject is by no means simple, and is made even more 
complicated when a sample of an insoluble dust is required for a particle 
size distribution analysis. This problem was discussed in detail at an 
1.U.P.A.C. Symposium on siliceous dusts, held at Lisbon in 1956. 

To sum up, there is an interaction between M.A.C.’s and the analytical 
methods used for industrial hygiene air analysis. A close collaboration 
between toxicologists and analysts is desirable, and the selection of analytical 
methods should be undertaken only by those who are conversant with the 
special problems involved. The Toxicology and Industrial Hygiene 
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Division of the International Union of Pure and Applied Chemistry is 
composed of such individuals at an international level, and it would welcome 
the collaboration of other experts. We are very glad to have had this 


opportunity of associating with the Permanent Committee and Inter- 


national Association on Occupational Health in their deliberations on the 
establishment of M.A.C.’s of toxic substances in industry. 





OBER DIE BEDEUTUNG DER MAXIMALEN 
ARBEITSPLATZKONZENTRATIONEN 
(M.A.K.-WERTE) GESUNDHEITSSCHADLICHER 
ARBEITSSTOFFE UND THRE ANALYTISCHE 
ERFASSUNG 


G. A. HuNoLp 


Institut ur VW asset-, Boden- und Lu thygiene, Jerlin Dahlem 
/5 ’ 


Deutschland 


In der modernen Technik hat die Weiterentwicklung chemischer Arbeits- 
verfahren und die Erzeugung neuartiger Arbeitsstoffe die ndhere Umgebung 
des tatigen Menschen standig verandert und somit wechselnde Lebens- 
bedingungen am Arbeitsplatz und im Arbeitsraum hervorgerufen. Um 
hierbei den Gefahren, die durch gesundheitsschadliche Luftverunreini- 
gungen hervorgerufen werden, wirksam begegnen zu kénnen, haben 
Arbeitshygieniker aus verschiedenen Landern sich bemiiht, Richtwerte fiu 
unbedenklich erscheinende Konzentrationen schadlicher Stoffe in der 
Raumluft aufzustellen. Die in England und Amerika als “‘ Maximum 
Allowable Concentration’? (M.A.C.) gebrauchliche Bezeichnung, die in 
Deutschland ‘“‘ Maximale Arbeitsplatzkonzentration ’’ (M.A.K.) gennant 
wird, besagt, dass von den angegebenen Konzentrationen nach der bisherigen 
Erfahrung beim Umgang mit solchen Stoffen oder/und auf Grund von 
langdauernden Tierversuchen angenommen werden kann, dass sie selbst 
bei taglich achtstiindiger Einwirkung im allgemeinen keine Schadigung der 
Gesundheit bewirken. Die Zahlen bedeuten: Kubikzentimeter des Gases 
oder Dampfes bzw. Milligramm des Schwebestoffes je Kubikmeter Luft 
von 20°C (Druck 760 mm Hg) am Arbeitsplatz. Die angegebenen Werte 
gelten nur fiir reine Stoffe; technische Produkte kénnen durch die in 
ihnen enthaltenen Begleitstoffe erfahrungsgemdss bereits in niedrigeren 
Konzentrationen zu Schadigungen fiihren. Eine niedrigere Konzentration 
der Einzelstoffe ist auch dann anzusetzen, wenn mehrere der angefiihrten 
Arbeitsstoffe nebeneinander einwirken. Die Zahlen sind Naherungswerte, 
die vor allen Dingen anregen sollen, die am Arbeitsplatz vorhandene 
Luftverunreinigung chemisch oder physikalisch zu bestimmen und ihre 
Auswirkung auf den Gesundheitszustand der arbeitenden Menschen kritisch 
zu werten. Hierbei darf nicht vergessen werden, dass die M.A.K.-Werte 
immer nur richtungweisend sind. Es ist stets anzustreben, dass die Luft 


am Arbeitsplatz immer mdéglichst wenig stérende oder schadliche Arbeits- 
stoffe enthalt, d.h. dass ihre Konzentration unter dem angefiihrten Wert 
bleibt. Durch zweckmiassige Liiftung am Arbeitsplatz oder andere tech- 
nische Massnahmen lasst sich dieses bei den meisten Stoffen erreichen. 
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welihrt werden kann. 
voll, wahrend der achtstiindigen Arbeit 
Nahe des Atemweges der Beschaftigte: 


mittlemassigen finanziellen Méglichkeiten durcl 


Es ist sint sschicht in der nachste1 


1 haufig Luftentnahmen vorzunehmen 
nd Analysen durchzufiihren, weil n in charakteristisches Bild det 
(;,esamtexposition erh: 


Dic achtstiindig ymit stets ein Mittel- 
EKinzelwerte ist fiir die 
wicht 


ivy, Well bei elnigel 


ing des M.A.K.-Wertes 


schon eine Vergiftungsgefahr bedeuten 


Kurzdauernae berschreit 


anderen Stofle 


le oder ob nicht 
durch Resorption 
wufnahme durch den 
und eine drohende 


t} 


| 
eibesummung 


ihdiagne ca ra omme! un ing von Koproporphyrin 
i Hart isst sich verhaltnisn chneull rentul I » dass haufige 
Wiederholu n auch d Nv ntlic! ! lle, namlich das Schwanken 
ler Porphyrinausscheidu beheben und ein amtbild abgeben kénnen 
Da nach m lache! tst ! 


llun ¢ . Te litat zwischen der 
J rms is ‘ . ’ : | , | 


hi 


ist es zweckmAssig 
ler Porphyrinausscheidung Blutana- 


Entnahme verhAltnismAssig grosse1 





Literatur 


K. Fi 


HUNOLD 


liesem Grunde fiir oft zu wiederholende 
heiden. Ferner ist zu empfehlen. fi 


im Harn 


n erwahnten 
16 ‘Tagen, 
Korper weit 


leststelien 





DIE MESSUNG DER EXPOSITION DES 
ARBEITERS: NEUARTIGE APPARATE ZUR 
LAUFENDEN BESTIMMUNG VON 
LOSUNGSMITTELKONZENTRATIONEN IN 
DER LUFT 
D. Hoccer 


Institut fiir Hygiene, Universitat Ziirich, Schweiz 


Die Bestimmung der M.A.K.-Werte und ihre Anwendung in der Arbeits- 
aufsicht setzt voraus, dass die durchschnittliche Giftkonzentration in det 
Luft im Atembereich des Arbeiters wahrend eines Zeitraumes von mindestens 
8 Stunden, womdglich wahrend mehrerer Tage gemessen werden kann. 
Uberdies sollten die im Lauf des Tages auftretenden Maximalkonzentrationen 
festgestellt werden kénnen, damit auch die Gefahr akuter Vergiftungen 


eingeschatzt werden kann. Die Entnahme einzelner Luftproben am 


Arbeitsplatz im Lauf der Arbeitszeit gibt wertvolle Hinweise, ist aber fiir 
die Abkldrung der VerhAaltnisse oft nicht ausreichend, da mit erheblichen 
Konzentrationsschwankungen im Lauf des Tages und oft auch mit einem 
mehrmaligen Platzwechsel des Arbeiters gerechnet werden muss. 

Der Arbeitsarztliche Dienst des Bundesamtes fiir Industrie, Gewerbe und 
Arbeit verwendet zur Bestimmung der massgebenden Lésungsmittel- 
konzentrationen gleichzeitig drei verschiedene Methoden (die erste der in 
Prag beschriebenen Methoden ist inzwischen wesentlich verbessert worden!. 
Die zweite Methode ist dadurch iiberfliissig geworden; es wird heute nur 
noch die dritte Methode unverandert verwendet). Diese dritte, ebenfalls 
von Dr Kiindig ausgearbeitete Methode erlaubt es, wahrend eines ganzen 
Tages Gas- oder Lésungsmittelkonzentrationen laufend zu _ registrieren. 
Der Apparat dient uns vorderhand in erster Linie fiir die Bestimmung 
chlorierter Kohlenwasserstoffe; er kann grunds&atzlich aber auch fiir Gase 
und Dampfe verwendet werden. Das Prinzip der Chlorkohlenwasserstoff- 
bestimmung ist das folgende (Abb. J): Die zu priifende Raumluft wird 
vorerst durch ein auf 800—1000°C geheiztes Quarzrohr geleitet, in dem sich 
der Lésungsmitteldampf zersetzt. Es entstehen dabei Salzsdure und 
Phosgen. Die Luft wird dann weiter durch eine Messzelle geleitet, die 
destilliertes Wasser enthalt, in dem die Zersetzungsprodukte zuriickgehalten 
werden. Als Mass fiir den Lésungsmittelgehalt der Luft dient die Veran- 
derung der elektrischen Leitfahigkeit des Wassers in der Zelle durch 
die Zersetzungprodukte. Es wird gemessen, um wieviel sich die 
Leitfahigkeit A4andert, wenn wahrend 80 sec die Luft durch die Messzelle 
perlt. Dieser Wert wird registriert. Abb. 2 zeigt eine entsprechend 
nachgezeichnete Kurve mit dem Ansteigen der Leitfahigkeit. Nach 80 
sec wird die Zelle automatisch entleert, zweimal gespiilt und dann wieder 
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DIE MESSUNG DER EXPOSITION DES ARBEITERS 


Hilfe der tragbaren Apparatur abgeschatzt werden. Der Verlauf der 
Konzentrationen wird mit der Leitfahigkeitsmesszelle bestimmt, wahrend 
Einzelproben fiir die qualitative und quantitative Analyse mit der Hand- 


pumpe entnommen werden. Verbunden mit Arbeiteruntersuchungen 
gewahrleisten diese Methoden eine weitgehend zuverlassige Beurteilung de1 


Verhaltnisse am Arbeitsplatz. 
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LES EXIGENCES QU’ON POSE AUX METHODES 
ANALYTIQUES EN RAPPORT AVEC LES 
CONCENTRATIONS MAXIMA (M.A.C,) 


. . / 
». SKRAMOVSKY 


Katedra anorganické chemie matematicko-fysikdlni fakulta, 


} j j 
Praha. Ceskosl énsko 


Les méthodes analytiques appliquées a la recherche des substances toxiques 
peuvent avoir, en principe, trois degrés de précision. Il y a: 

a) des méthodes d’orientation destinées a l’exploration rapide du milieu 
de travail; 

b) des méthodes donnant des résultats numériques exacts avec une limite 
de sensibilité donnée par la plus grande concentration tolérée; 

c) des méthodes avec la plus haute sensibilité pouvant étre obtenue, 
au-dessous de la limite de la plus grande concentration tolérée. 

Les méthodes mentionnées sous (a) et (b) sont applicables au contréle 
du milieu de travail, celles mentionnées sous (c) aux travaux de recherches 
et, le cas échéant, a la recherche dans les matiéres biologiques. 

Le choix de méthode dépend du but qu’on poursuit dans ses recherches et 
peut étre limité par l'état d’équipement du laboratoire. Ainsi, par exemple, 
les méthodes d’orientation rendront des services aux centres sanitaires 
départementaux, car elles leur permettront d’établir un contréle bien large 
et la constatation rapide des inconvénients hygiéniques sur le lieu du travail; 
elles seront encore a la portée des installations plut6t modestes de ces centres. 
Par contre, les centres sanitaires régionaux qui sont mieux équipés et qui 
procédent a des recherches plus détaillées des lieux du travail ot l’on a 
constaté, par des méthodes d’orientation, certains inconvénients hygiéniques, 
ont besoin d’appliquer des méthodes plus précises, (b), qui peuvent étre 
suffisantes aussi pour les laboratoires des instituts de recherches d’hygiéne 
du travail, efc.; si le besoin s’en fait sentir, ces laboratoires seront obligés 
d’avoir recours aux méthodes mentionnées sous (¢ 

L’élaboration des méthodes mentionnées sous (a), et surtout de celles 
citées sous (b), fait l’objet de recherches de nombreux laboratoires et 
instituts dans le monde entier. Ls different bien pour la plupart, l’un de 
l'autre, dans la conception analytique du probléme donné: selon l’orientation 
de travail, le degré de leur équipement, mais aussi d’aprés les penchants 
individuels. II arrive ainsi qu’une trés bonne méthode, spectrographique 


par exemple ou polarographique, n’est techniquement utilisable dans la 


majorité des laboratoires, qui ont par conséquent recours aux méthodes 
colorimétriques, conductométriques ou autres. II] est clair qu'il peut 
exister plusicurs méthodes équivalentes garantissant la sensibilité jusqu’a la 
limite de la dose maximum tolérée. Mais il arrive, néanmoins, qu’a cause de la 
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EINFLUSS DER PROBEENTNAHMESTELLE 
AUF DIE GROSSE DER KONZENTRATION 
DER SCHADLICHEN STOFFE 
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Die Konzentrationen der schadlichen Stoffe an verschiedenen Stellen des 
Arbeitsraumes sind im allgemeinen nicht gleich, sondern erreichen vers- 
chiedene Werte, in der waagrechten Ebene wie auch in der senkrechten 
Richtung. Die Verschiedenheit der Konzentrationen wird durch die Lage 
der Quellen der schadlichen Stoffe, durch die Veranderung ihrer Intensitat, 
durch die KonvektionsstrOme bei den Warmequellen und nicht zuletzt 
durch die von der Arbeitsraumliiftung hervorgerufene Luftstr6mung 
verursacht. Das spezifische Gewicht der Gase und Dampfe iibt an sich 
auf die Konzentrationsverteilung gewéhnlich nur einen sekundaren Ein- 
fluss aus, da das entstehende Gase oder der entstehende Dampf sich mit der 
umgebenden Luft mischt und das spezifische Gewicht der so entstehenden 
Mischung sich nur sehr wenig von dem der reinen Luft unterscheidet. 

Eine viel gréssere Bedeutung haben die Temperaturen der Mischungen 
von Luft und Gasen, welche die spezifischen Gewichte beeinflussen und 
deshalb die Ursache der Entstehung von Konvektionsstrémen sind, die dann 
Stoffe, welche spezifisch schwerer als die Luft sind, in die oberen Zonen 
emportragen. Infolgedessen kénnen auch in den oberen Zonen hohe 
Konzentrationen dieser “‘ schweren’”’ Stoffe auftreten, sogar auch héhere 
als im unteren Gebiet. Diese Tatsache wird erwiesen durch Messungen 
der Schwefelkohlenstoffkonzentration in Viskosewerken, die ein Wachstum 
mit der Héhe aufweisen, wie z.B. Tabelle ] aus Messungen in einer Kords- 


pinnerei zeigt; dabei wurde die Raumliftung von oben nach unten durchge- 
fiihrt. 


Der senkrechte Verlauf der Konzentrationen von Schwefelkohlenstoff auf der 


Anspinnseite der Kordmaschine 





Hohe iber der Erde (m 
Konzert mg/m 





Besonders bedeutungsvoll sind die Konvektionsstréme der warmen Luft 
in heissen Betrieben, wo sie einen entscheidenden Einfluss auf die Bildung 
des Str6émungbildes und der Konzentrationsverteilung im Raum haben. 
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EINFLUSS DER PROBEENTNAHMESTELLE 


Erfassung der Belastung eines Betriebes durch einen schadlichen Stoff im 
allgemeinen eine gréssere Anzahl an den Aufenthaltstellen der Arbeiter 
durchgefiihrter Messungen unter Bezug auf das Liiftungssystem erfordert. Bei 
Vergleichsmessungen ist es notwendig, die Entnahmestellen genau ein- 
zuhalten. 


Vom technischen Standpunkt aus weist die Arbeit auf die Bedeutung einer 


richtigen Luftverteilung hin, vor allem in Betrieben, wo cine Entwicklung 
von toxischen Gasen stattfindet. 
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ERGEBNIS DER LUFTMENGENBERECHNUNG 


Ein Vergleich der nach der Schadlichkeitsbilanzformal (d.h. den sow- 
jetischen Sanitatsnormen) und nach der amerikanischen Formel (d.h. 
M.A.C.-Werten) berechneten Luftmengen zeigt keine grossen Unterschiede 
der sich ergebenden technischen Forderungen. Ein roher Vergleich det 
sowjetischen Sanitatsnormen mit den M.A.C.-Werten tauscht: es ist ein 
Irrtum, von unerfillbaren technisch-6konomischen Fordreungen zu 
sprechen Es h bedenklich, die amerikanischen M.A.C.-Werte 
ohne die entsprechenden Luftmengenberechnungsformeln zu tibernehmen, 
wie das in Westdeutschland z.Zt. getan wird: neben den héchstzulassigen 
Grenzkonzentrationen (M.A.K.-Werten) muss man den Sicherheitskoeffi- 
zienten genau definieren. 

Fir die Anwendung der Schadlichkeitsbilanzformel miissen “ zulassige 
Arbeitsplatzkonzentrationen ”’ Z.A.K. oder Sicherheits—Arbeitsplatz- 
konzentrationen (S.A.K.) festgelegt werden. Ausser der Grundforderung 
nach einer eindeutigen Messmethodik fiir wissenschaftlich bzw. gesetzlich 
festgelegte hygienische Richwerte muss eine Festlegzung der Form der 
Luftmengenberechnung fiir diese Richtwerte erfolgen. Hier wird sich die 
Zusammenarbeit zwischen Hygieniker, ‘Techniker, Arzt, Ingenieur, Chem- 
iker und Toxikologen zeigen, die dieses Symposium mit Erfolg anstrebt. 
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A NEW POLAROGRAPHIC METHOD FOR 
DETERMINING TRACES OF MANGANESE 
SUSPENDED IN INDUSTRIAL ATMOSPHERES 
P. SANZ-PEDRERO 


le Medicina y Seguridad del Traba 


adrid, Espatia 
Madrid, I 


INTRODUCTION 


he toxic effects of manganese in various industries have become important 


om the point of view of industrial medicine [his has led us to seek a more 
sitive method for determining this toxic element in industrial environ- 


Industries concerned are the metallurgical and iron and steel, and 
raged in the manufacture of glass, paint, varnish, and electri 
soldering industry can be included since the rods used often 
nanvahnese 
yses carried out nowadays for this purpose use colori- 
which consist in oxidizing manganese to the permanganate 
ymparing the resulting characteristic coloration with that of 
previously prepared standards Among these methods we may mention 
of Willard and Greathouse!-*, in which the oxidation is carried out 
slum periodate; others use ammonium persulphate as 
the presence of silver ions as catalyst*® 
acy and sensitivity of the polarograpnik 
looked for, and, we think, found, a method 
working at low concentrations, than colori- 
tudies of the polarographic behaviour of manganese exist; some 
ised alkaline and alkaline-earth chlorides as supporting solutions 
uantities of gelatine to suppress maxima; others recommended 
as supporting solutions; others again used potassium 
‘* or potassium cyanide’. In all these cases, when great 
ired, the oxygen in the working solutions must be eliminated 
ible interference by the cathode reduction waves of 
publication’ we pointed out that manganese exhibited a 
wave at very low concentrations when using O-IN 
a supporting solution. ‘This procedure avoids the neces- 
the oxygen in the test solutions by means of a current of 
w nitrogen; the sulphite, acting as a strong reducing 
the oxygen in the solutions, and at the same time acts as 
uring the diffusion currents of the ions under study. 


xperiments reported here we used accordingly 0-1N sodium 
I 
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NEW POLAROGRAPHIC METHOD FOR DETERMINING TRACES OF Mn 


Standard solutions 


To prepare the standard solution of manganese we took very pure potas- 


sium permanganate, dissolved it in water and then acidified the solution 
with sulphuric acid. ‘The permanganate was reduced by adding a solution 
of concentrated oxalic acid drop by drop until complete decoloration was 
obtained. This solution was diluted with water to a fixed volume, a stock 
solution being thus obtained with a concentration of 0-1 mg/ml of manganese 
From this another was prepared with a concentration of 10 ug/ml of manga- 
nese, which was used in all the experiments. In making this solution, it 
was necessary to bear in mind that, using a supporting solution of sulphite, 
one cannot add solutions of high acidity, since they decompose the sulphite 
and sulphur dioxide is given off; the latter would interfere since it is charac- 
terized polarographically by two waves, and so before the solution was 


gauged it had to be neutralized with IN ammonia to, pH 5-0. 


he utions of the other elements, in whose presence the polarographi 
analysis of manganese was carried out, were prepared from the following 


compounds, and at the concentrations given: 





Na,HPO, 
Cd NO, 
CuSO, 
As,O 
Pb(NO 
Call 
Fe(NO 





POLAROGRAPHIC BEHAVIOUR 
Manganese 
Using a supporting solution of 0-I1N sodium hite, the polarography 
behaviour! mangat.ese alone was studied, and it was observed that 
was manilested at a hali-w: pote ntial of £y 
saturated calomel ele ] S.C.1 concentra- 
5 and 5 ug/ml were tested, which gave polarographic wave 
whose diffusion intensities are given ; lhese 
ented graphically as a function of the 


y linear rel suionship is observed 


I able Manganese t= 22 
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Manganese in the presence of other elements Cd, Cu, As, Pb, Ca, Fe, 
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precipitate is observable in the solution in the polaro- 


n lead and calcium were tested in the presence of 


Manganese in the 
10 ug/ml of Cd 
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NEW POLAROGRAPHIC METHOD FOR DETERMINING TRACES OF Mn 


Table 5 Manganese in «he presence of Table 6 Manganese in the presence of 
10 ug/ml of Cu 10 ug/ml of As 





Concentration 


ug/ml 


Concentration 


ig/ml 





sence of Manganese in the presence of 
10 ug/ml of Ca 





Conclusion d 
ig/ml (uA x 10-* 


1-0 
8-0 


16-0 








Conclustor 
Lg ml 


0 
1-0 
2-0 
4-0) 
+-0 





able 12 Manganese 
) ug/ml each of P, Cz 





Com lustons 
ug/ml 
0-5 


1-0 
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POLAROGRAPHIC ANALYSIS OF STANDARD SAMPLES 
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POLAROGRAPHIC METHOD FOR DETERMINING TRACES OF M:; 


olarographi evaluation followed was that of wave incre; 
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r volume 
respect to the first are compared, and the concen 
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‘nt agreement between the quant s ol manganese 

the samples and the amounts found by this polarographi 
ors exceed 5 per cent [his 

mcentrations 


s clement 


EXPERIMENTAL TECHNIQUE FOR THE POLAROGRAPHIC 
DETERMINATION OF MANGANESE IN FUMES AND DUST 


re‘ ognized 
cipitator 
ne sample 1s 


is €VyV apor- 


dissolved in a 





NEW POLAROGRAPHIC ME 


5 


Chis method can be use 


THOD FOR DETERMINING TRACES OF M: 


d with great efficacy for the determination of 
manganese in dust and fumes on account of its great sensitivity and accuracy 


and also because the elements with which it may be associated in the samples 


do not interfere 
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METHODS OF CONTROLLING HARMFUL 
GASES, VAPOURS AND DUSTS IN 
INDUSTRIAL AIR 


©. D. KHALIZO\ 





KHALIZOVA 





THE CONTROL OF HARMFUL GASES, VAPOURS AND DUSTS 


used for the determination of phthalic anhydride, oil spray, dibutylphthalat 


and many other substances. 

Catalytic reactions are interesting and offer many possibilities. he 
determination of hydrogen sulphide and of carbon disulphide, which is based 
on the catalytic reaction of sodium nitride with iodine, is very sensitive 
and selective. 

We use various forms of chromatographic analysis for the determination 
of mixtures of toxic substances having similar chemical properties which 
prove difficult to separate hus, we use vapour-phase partition chromato- 
graphy for the separate determination of amino-compounds and chlorinated 
hydrocarbons 

By non-stationary development chromatography the following mixtures 
an be separated: divinyl (1,3-butadiene ethyl benzene styrene 


xvlidine triethylamine: benzene toluene isopentane hexane 


l »-¢ 


lhe daily control of atmospheric pollution in factories is carried out by 


Soviet-made automatic signalling and recording apparatus, which 
very exact determination of mercury, chlorine, ozone and some 
sul al Cs lhl all 
the determination ol al pollution, directly, at the place of work, 
apid methods of analysis of the inspection type are used. By means of 
se it is possible to determine the concentration of a given toxic substanc« 
in a very short space of time 
Paper tests have been worked out for the determination of arsine, hydroge: 
ide, aniline, chlorine, and carbon monoxide 
methods using indicator tul iave been established 
ydrogen sulphide, nitrogen oxides, ammonia 
petroleum, benzene, chlorine and some other substances. 
the present state of chemical and physicochemical methods 
of analysis, as worked out by our own and foreign chemists for atmospheri 
control, allows one to nope that, for those substances mentioned in the 
list which still have no methods for their determination, such methods will 
be developed in the very near future 
[he systematic lowering of M.A.C.’s puts the responsibility 
of all countries to unite in their efforts for the development of still more 


tive, selective and reliable methods of analysis. 
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présentés au deuxiéme Colloque sur 
usé a l’Université de Gand le 14 
15 , en colli ration avec la Société belge de Chimie « linique. 
Aprés le premier collog 1960 et le Congrés d’Edimbourg ot une 
grande part des activités fut consacrée aux enzymes en chimie clinique, il 


aurait pu pai * assez téméraire d’organiser déja un nouveau colloque en 
1961 sur le méme sujet. 

Mais si les applications des enzymes en chimie clinique ont dépassé leur 

premicére actualité, elles sont loin d’avoir atteint leur plein développement. 

térét des travaux présentés et des nombreuses discussions, qui les ont 

, ont montré encore comment les enzymes sont devenus un outil extréme- 


ible et utile pour ik diagnostic médical, tout comme pour les 


hes biochin iques ou les essais pharma o1ogiques, 
une encore une fois la preuve mi: 
ur les propriétés biochimiques 
co-chim nzym it la base pour lavancement des 
itions. 

étudier une fonction physiologique la dissocier dans ses différentes 
ns enzymatiques primaires, il s’'agit d’abord d’identifier et de définir 
ces derniéres et de déterminer l’action régulatrice du milieu, des inhibiteurs 


yu des activateurs spé ifiques. Non moins importantes d’autre part sont toutes 


les données sur les mécanismes de ces réactio1 enzymatiques et les pro- 


pri¢tés mémes des enzymes. Toutes ces données physico-chimiques trouvent 

leur répercussion dans les techniques d’essai. La grande sensibilité des 

nes aux facteurs extérieurs a pour corollaire des méthodes trés sensibles 

lifiérentiation et une sévére discipline de travail pour les essais 

Ce qui n’exclut pas le danger d’opérer sur des artéfacts. Si 

on ja insisté sur l’intérét d’adopter une standardisation uniforme des 

enzymes en unités suivant des conventions internationales, au cours de ce 

deuxi¢me colloque est apparu la nécessité d’adopter des enzymes-types 

standards ou *s substrats standards pour rationaliser les méthodes de 
controle ou de dosage. 

Les travaux de ce Colloque apportent aussi de précieuses applications 
dans le domaine des recherches de biochimie médicale. Les progres des 
recherches tendent sans arrét vers la découverte d’une plus grande diversité 
et complexité, mais aussi vers une plus grande précision. L’on ne peut parle 
de science que pour autant que celle-ci fournisse des données quantitatives. 


I] est certain que les méthodes des essais enz\ matiques permettront d’apporter 


| 
au diagnostic et aux traitements médicaux une base plus quantitative et 
pilus prec 


Je te : I les articipant 1g *t belges qul 
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ur active collaboration ont contribué au succés de 


ationale et en particulier le Professeur E. J. King de 


' 


la Section de Chimie biologique de ’ nion inter- 


ire et appliquée. Nos remerciments vont aussi a 


voulu se charger de |’édition de ce Symposium. 


R. Ruyssen 


Président du Symposium 





DIAGNOSTIC DISSECTION BY ISOENZYMES 


WROBLEWS 


INTRODUCTION 


Alterations to plasma and serum enzymes represent subtle protein modi- 
fications associated with disease states. It appears that these enzyme 
tivities are associated with two or more closely-related multimolecular 


aCtlvil 
forms ire theless, chemically, physically and immunologically 


distinct''°, ‘These components, isoenzymes, can be measured individually. 


he purpose of this presentation t port on the isoenzyme composition 


I a -“ 
drogenase (LDI n the tissues and plasma of normal individuals 


nh various disea 


METHODS AND MATERIALS 


vas determined by the method previously 
ictionate the LDH activities 

described previously’, he 

il and James Ewing Hospitals 


med by the usual clinical 


RESULTS 


iormal adults had a total LDH 
tivity trom 240 to 480 


nin a range Ol a 


contained all five plasma 


in 
‘ | na f normal adults 


LDH,, LDI LDH,, LDH,, and LDH 


LDH 




















DIAGNOSTIC DISSECTION BY ISOENZYMES 


The human isoenzymes can be differentiated by physical, chemical and 
immunological characteristics. Figure ] contrasts the thermal stabilities of 
LDH, and LDH . while | ive 2 contrasts the velox itv constants ol! inactiva- 
tion of four of the human isoenzymes at 53°. Figure 3 depicts the apparent 
energies of activation for the five isoenzymes relative to their mobilities on 
starch-gel. The percentage inhibition obtained immunologically using 
purified anti-LDH, and anti-LDH, against all five human isoenzymes is 


depicted in Figure 4 
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H, and 
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WROBLEWSKI 


nt change in plasma isoenzyme com- 


locardial infarction is associated with an 


Che changes in myocardial infarction 


n in pulmonary infarction (Figure ]2). 
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Plasma 
LOH 


Diagnosis (Patient) 
of plasma LOH (units/mi ) ag Os (Poti j 


Isoenzyme composition 
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CONCLUSIONS 


yntain one or more of these LDH isoenzymes, and 
ndividual and « oenzyme pattern. 
ma isoenzyme patter! n during the » of myocardial 
ppears to be a more sensiti pecific and lasting parameter ol 


ysis than the measuren total serum OI plasma enzyme 








SEPARATION AND CHARACTERIZATION OF 
ALKALINE PHOSPHATASE ISOENZYMES 
FROM BLOOD AND OTHER TISSUES 


INTRODUCTION 


: :, 
mav be mtributed to the blood by a number of 

| ' 
alkaline phosphatase may consist ol a mixture ol 
mes differ other than 


evidence indi ating 


Attempts to charac- 


erum 
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rOoOaUut ed 
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haelis constants, are 
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concentration used. pH-activity curves 


ations employed are shown in Figure ]: 


me solution recovered from the gel, 


tumum were determined 


norma 











ALKALINE PHOSPHATASE ISOENZYMES 


human serum. Main bands of alkaline phosphatase activity were also 
found in this region in gels of the pathological sera which were studied, and 
all the Km values reported in this paper refer to phosphatases recovered 
from this zone. 

Table 1 gives the Km values found for these four tissue phosphatases 
partially purified by electrophoresis. Although the differences between the 
values were small, they were demonstrated to be reproducible. 

[he Michaelis constants for phosphatases electrophoretically purified 

om pathological sera are collected, with other relevant biochemical data, 


Table 2. 


DISCUSSION 
As mentioned above, various tissue phosphatases have similar mobilities 


i 


on starch-gel; therefore, the phosphatase fraction from an electropherogram 


K 


consist of a mixture of those tissue phosphatases which con- 
tribute to the serum enzyme. Hence the Ky» value obtained will be that of 
a mixture of enzymes, the resultant depending on the respective Km values of 
the individual enzymes in the mixture and their relative proportions. The 
largest difference in Michaelis constant was found to be between bone 
0-11 mm) and liver (0-067 mm), and Figure 2 shows reciprocal plots for these 
two enzymes (A and B respectively), with the calculated line (plot C) for a 
mixture of equal activities of the two over the range substrate concen- 
tration used. Experimentally determined points for such a mixture are also 


~ 


shown in Fis TE 2s 
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ELECTROPHORESIS OF 
LACTIC DEHYDROGENASE IN 
BORATE-BUFFERED STARCH-GEL 

M. ( 


atiect 


result n il 
LDH isoenzyr 
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Location of LDH isoenzymes on starch-gel 


LDH 3 


ute broad, 


liver homogenate 


was dete¢ 


yarale d 


obulin LDH bands 
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band 8 from the same samples 


ir showed a second y-globulin band 


ncy probably reflects 
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ELECTROPHORESIS OF LACTIC DEHYDROGENASE 


erythrocytes, bands 1, 2 and 3, associated with the a-globulins, were very 


active but band 4 was relatively weak in these three tissues. Minor 
differences included very low activity in bands 5-8 of erythrocytes and the 
presence in kidney of a more intense band 6 than that seen in heart and 
erythrocytes 

Spleen homogenates showed patterns similar to those of skeletal muscle, 
but had relatively higher activity in bands 1-4. Bands 1-4, 6 and 8 were 
present in lung and brain homogenates, with the greatest ac tivity in bands 
3, 4 and 6. 

It would appear that the present method is able to resolve more isoenzyme 
bands and to detect lower concentrations of the individual isoenzymes in 
tissue homogenates with greater consistency than other methods. Neverthe- 
less, the results suggest that the increased sensitivity and resolving power of 
borate-buffered starch-gel offers no great advantage in differentiating 
between tissues which also yield similar isoenzyme patterns in barbiturate- 


buffered media 


LDH isoenzymes in serum 


The majority of normal subjects showed LDH bands 3 and 6 in their sera, 
J 


but very occasionally bands 2, and | were also found, in that order of 


frequen v (Fioure 4 


Myeloblastic 
e@uUK aemia 


Strikingly abnormal findings were seen in myocardial infarction. ‘These 
findings are similar to those reported in barbiturate-buffered starch-grain!, 
starch-gel®.!° and agar**, viz. intense activity of the two isoenzymes in the 
a-globulin region. However, in borate-buffered starch-gel, three bands 


were enhanced after infarction, i.e. 3, 2 and | in that order of intensity. In 


+07 





Summarys 





ELECTROPHORESIS OF LACTIC DEHYDROGENASI 


. The present method appears to be no more tissue-specific than other 
procedures in identifying the source of an elevated serum LDH when two 
or more diseased tissues with similar isoenzyme patterns were suspected of 
contributing to the serum LDH. 


+. Probably because of the relative large volume of serum used, the present 


method is able to detect abnormal isoenzyme patterns in the absence of a 


levated total serum LDH levels in some patients with leukaemia, 


a 
markedly ¢ 
myocardial infarction, congestive heart failure, carcinomatosis and obstruc- 
tive jaundice. 





FRACTIONNEMENT ELECTROPHORETIQUE DES 
DEHYDROGENASES DE L’ACIDE LACTIQUE ET 
DE L’ACIDE MALIQUE DU LIQUIDE CEPHALO- 
RACHIDIEN ET DES EXTRAITS CEREBRAUX 
CHEZ L’HOMME ET L’ANIMAL 


\. LOWENTHAL, M. VAN NDE et D. KARCHE! 


INTRODUCTION 


Les méthodes d’analyse électrophorétique et chromatograpl 
permis au cours d lerni¢res années de subdiviser en plusi 
déhydrogénase de l’acide lactique (LDH), la déhydro 
malique (MDH), les transaminases, la cérulop 
les estcrases 
ces enzymes a sus 
veaux proble mes, parmi lesquel 
s'est demande que lle pouvait ctre 
st demande si elles ne pouvaient pas pl 
ndé si les fractions ainsi 
proprictées physico-chimiques distinctes 
Plagemann, Gregory et Wroblewski! ont montré que la thermosensibilit 
des diverses fractions de la LDH était différente, et que la « inquieme fraction 
était la plus sensible a |’élévation thermique Ils ont supposé qu’il existe un 
rapport entre mobilité électrophorétique et sensibilité thermique. 
Dans le but de vérifier ces hypothéses, nous avons étudié le fractionnement 
de la LDH et de la MDH dans le liquide céphalo-ra hidien (LCR) et les 


otéines ce ywrales par la méthode décrite par Wieme sous le nom d’enzymo- 
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que les diverses fractions auraient une origine 


Irhermosensibilité des diverses fractions 
Plagemann, Gregory et Wréblewski' ont décrit un phénoméne que nous 
nes du um, du LCR, du systéme 


Nous n’avons pas pu 


mperature 


pour la LDH. Apres divers essais nous 
de la LDH a 58,5° et celle de la MDH a 
rt été préparés comme nous |’avons indiqué 
i lie utilisée par Plagemann, 

Gregory ¢ ble .. ‘st donc | ble que certains constituants de 


ces extraits ai Life tion de l’élévation thermique et ceci expli- 


querait le fait que nov ns du travailler dans d’autres conditions que les 
auteurs ameri 





FRACTIONNEMENT ELECTROPHORETIOL E DE LA LDH ET DE LA MDH 


Les extraits obtenus sont immédiatement placés au bain-marie pour des 
périodes variant de 54 180 min. Des prélévements sont effectués aprés 5, 
10, 45, 75 et 180 min. Sur chacun des prélévements une détermination de 
la teneur en LDH ou en MDH totale est pratiquée, et l’extrait est ensuite 
soumis a l’enzymo-électrophorése. Dans la mesure du possible, la substance 








M 


le LCR humain, porté 





blanche et la substance grise ont été séparées. Des extraits provenant de 
localisations différentes ont été étudiés. 

Les résultats obtenus montrent trés clairement que l’activité déhydro- 
génasique diminue sous l’influence de la température (Figures ] et 2). Les 


courbes ont en général la méme allure, quoique les extraits utilisés et les 


températures auxquelles ils ont été soumis, fussent différents. La diminution 


d’activité est particuliérement marquée au cours des 10 premiéres minutes. 
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THE DETERMINATION OF CERULOPLASMIN 
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isolated from human serum the blue 
n ceruloplasmin. The molecular weight of this 
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QUELQUES DONNEES NOUVELLES SUR LE 
DOSAGE DE CERTAINS ENZYMES DU PANCREAS 


P. Desnue.Lie, J. P. Resoup et A. Ben ABDELJLI 


Lal ratoire de Ch mleé B l aue, I 
Mar eille, France 


INTRODUCTION 


La détermination quantitative des enzymes est une opération importante 
en biochimie classique et en biochimie clinique. Or, en chimie tout court, 
quand on veut définir une quantit de substance, on dit qu'il y en a un 
certain nombre de grammes ou un certain nombre de moles par unité de 
volume ou de poids. Ce mode d’expression sera vraisemblablement utilisé 
dans le lutur en enz' mologie. q and tous le s enzymes auront ete obtenus a 
l’état pur et que leurs constant auront été déterminées. II est 
| 


1 ’ ’ ’ ’ 
d’ailleurs déja utilise poul quel ulierement Dien connus. 
i 


hydrol se une prot ine 


xemple, que tant de grammes de subst t ont > traites pal tant 


srammes d’enzyme. Mais, dans le ca néral, les enzymes 


{ 


re connus sur le plan moléculaire. n peut les saisir qu’au 
le leur activite catalytique “st te i ui doit leur servir 
En d’autres termes, Commiss ‘nzvmes de |’Inter- 
of Biochemistry recommand le défi un enzyme pal 
l’intermédiaire de la réaction qu'il catalyse. nn ance approfondie 
et des conditions dar ie] ine activité catalytique doit 
mesurée est donc indispensable. 
a meconnaissance de certaines regi pt if p OV uel des erreurs con- 
rables, et l’on doit toujours se dire qu’un nombre n’a jamais a lui seul 
aucune signification. La chose importante est de savoir comment ce 
nombre a ét obtenu et ce qu'il représente réelle ] {. Pour le savou dans 
des e y! il faut étre st - le substrat choisi pour 
enzyme est bien le bor jue les conditions dans lesquelles la mesure est 
effectuée si “ctes. lition pendent étroitement de la 
cinetiq ut 
Nous allons, d sent rapport, essayer d’illustrer ces notions simples 
par quelques exe mples concrets tures det ides récentes sur les enzymes de la 
sécrétion externe du pancréas. On sait que cette glande réunit dans sa 
sécrétion externe une série d’hydrolases dont le réle est d’hydrolyser dans 
l’intestin les substances alimentaires en provenance de l’estomac. A haque 
grande classe de substances alimentaires correspond un ou plusieurs enzymes 
pancréatiques: une a-amylase pour les polysaccharides; une lipase, une 
phospholipase et une cholest« rol estérase pour les lipides; une ribonuc léase 
et une désoxyribonucléase pour les acides nucléiques; et, enfin, un bloc 


d’enzymes protéolytiques chymotrypsinogenes, trypsinogene, carboxypep- 
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La Figure 2 repli mdiuit des courbe > cll iq\ ivation des chymo- 
homogén: ancréas de rat (, 1 trypsinogéne 


trypsinogenes dans 


Dans le premuer ca in homogenat 
ubé a pH 7,9 ave la trypsine. 


la courbe 
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conditions ont été trouvées?® 


permettant d’obtenir un plateau bien défini. 
La hauteur de ces plateaux est reproductible et proportionnelle a la quantité 


d’enzyme. Elle donne donc une expression valable de cette derniére. 


La Figure 3 d’autre part permet de se rendre compte de I|’influence de la 
quantité de trypsine sur l’activation en 18 h du trypsinogéne contenu dans le 


suc pancreatique de rat. On voit que activation de ce trypsinogene ne se 


déclenche pas si la quantite ajoutes de trypsine est lerieure 


} iki i 


limite Puis, elle atteint brusquement sa limite supérieure. 


a une certaine 


Le phénoméne 
est vraisemblablement lié a l’existence dans le suc d’inhibiteurs de trypsine 
dont il faut surmonter la résistance. Il démontre que |’étape d’activation 
ne doit pas étre réalisée dans n’importe que le condition. I] suggcre 
également un moyen commode pour évaluer la stabilité du suc. On peut 
penser que certains états pathologiques du pancréas sont provoqués par un 
abaissement fe le la stabilité suc (ou de ains de zymogéne 
déclen nal Lactivation prematul 
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CONCLUSIONS 

L’objet essentiel de ce rapport est d’indiquer qu'il est beaucoup plus 
difficile de doser correctement un enzyme que d’en déterminet qualitative- 
ment la présence ou l’absence. Or, il est vraisemblable que certains états 
pathologiques déterminent des variations certes sensibles, mais relativement 
peu importantes, de la teneur en enzymes de tel ou tel tissu. Les tex hniques 
de dosage doivent donc étre, non seulement sensibles et commodes, mais 
aussi correctes. Lorsqu’on obtient un résultat expérimental, il convient de 
se demander dans quelles conditions ce résultat a été obtenu et quelle est sa 
signification. Le tracé des courbes de cinétique fournit souvent a ce sujet 
des renseignements intéressants. Le choix du substrat est également fort 
important. La littérature biochimique et médical est encombrée d’articles 
dépourvus de signification, par le simple fait que la lipase a été mesurée 


a l’aide d’esters en solution. 
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INTRODUCTION 


les conditions optimal pou! la standardisation de la lipase 
nous avons lie certains lacteurs importants, principalement 
tion pal S ls biliaires. Depuis les travaux de Will- 
a eu 


vité lipolytique des 


tique en presen liaires, en premier 
irocholate de sodium Plusieurs auteurs, principale- 
collaborate ITs *. ont étudie également action des 
ycérides. Grace a l’analyse chimique 
pu observer 17 lro que la pancreatine 
riglycérides, mais qu’essentiellement il y a 

$s el peu de gviycerol. 
triglycérides en diglycérides représente la réaction 
4 pH 8 ne contient que des sels biliaires. ‘Tandis 
iu stade de monoglycérides si le milieu 
‘Is biliaires une quantité déterminée d’ions Ca**, soit un 
ium par chaine d’ac ide gras libérable. L’activation par 
terait dans l’élimination de lJ interface huile/eau 

ous forme de savons de calcium. Ajnsi 
cérides peuvent a leur tour en 

me. ( epe ndant, l’action des sels biliaires reste jusqu’a 
bien que plusieurs hypothéses ont été proposées. On 
ir solubilisant et a leurs propriétés 
nous avons observe 
olubilisant et autres propriétés des 
la présence d’impuretés. Alnsi nous 


tion des sels biliaires a l’aide de produits 


METHODES 


ictivite lipolytique nous avon llVi la méthode potentio- 

l] Constantin et Baldy®. Cette méthode oti on 
émulsion stable d’huile d’olive, a l’avantage 

ion lipolytique en fonction du temps. A 

onstante le substrat tamponné est porté a pH 8,2 par addition 
On détermine en fonction du temps la quantité de soude 


pour ramener le pH a 8,2, quand il est tombé par !’action de 
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Aprés plusieurs opérations de ce genre, 
a 


on peut tracer une 


aciades lil 


Cres T 


par la lipase en fonction du temps, et 
a vitesse initiale de lipolyse. Nous avons étudié 


ainsi |l’action 

désoxycholate de sodium et de 
poiyuqute des extraits pancreatiques. 
ilieu dépourvu de sels de 
ls biliaires, et aussi parce 
nent eux-mémes des sels de 


irs en présence de calcium 


RESULTATS 


L’effet de la concentration en sels biliaires 











LES SELS BILIAIRES ET LA LIPASE PANCREATIQUI 


structure micellaire en solution. L’hypothése, que les sels biliaires agissent 


comme agent solubilisant ou émulsionnant des acides gras libérés, semble 
donc infirmée. Ceci est confirmé par l’action inhibitrice, qu’excercent 


selon Wills '° plusieurs détergents, aussi bien anioniques que cationiques, sur 
la lipase pancréatique. Nous avons étudié l’effet du dodécylsulfate de 
sodium et du bromure de cétyltriméthylammonium (cétavlon). L’hydro- 
lyse de l’huile d’olive par la lipase pancréatique est entiérement inhibée par 
le dodécylsulfate de sodium, aussi bien aux concentrations faibles qu’élevées. 
Le cétavion active légérement la réaction 4 des concentrations inférieures a 
0,33 mmol/l., mais inhibe dés que la concentration augmente. Ces résultats 
semblent contredire l’action des substances tensioactives par un effet 
émulsionnant. 

On observe aussi que l’action des sels biliaires dépend du degré de pureté 
de la pancréatine elle-méme. Chez la pancréatine A (la moins pure 
l’activité lipolytique n’augmente plus a partir d’une certaine concentration 
en sels biliaires. L’activité de la pancréatine B, au contraire, augmente de 
facon continue avec une concentration croissante en sels biliaires. L’action 
des sels biliaires semble donc augmenter avec |’activité méme de la pan- 
creatine. 


L’influence de la température 


L’activité lipolytique a été mesurée a des températures variant de 4 a 


n absence et en présence de désoxycholate, de cholate et de taurocholate 


im (6,66 mmol l. voir 7ableau 2 








' 
vitesse de réaction initial 


seulement une légére 
rvee aux temperatures élevées. sn presence 
ns Ca* la vitesse de réaction initiale 


, ‘ : 
mente rapidement avec la température. L’action par le désoxycholate de 


; 


nt supéricure a l’action par les autres sels biliaires. En 


supposant que hydrolyse se passe de la méme facon aux 


différentes températures, |’énergie d’activation en présence de sels biliaires 


uleur de 10,1 kcal/mole. Nous confirmons ainsi les observat 
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EINFUHRUNG 


Die stiirmische Entwicklung, die das noch junge Gebiet der Klinischen 
Enzymologie in den letzten Jahren genommen hat, wurde 1949 durch die 
Veréffentlichungen von Lehninger et al. eingeleitet. Auf Arbeiten von 
Otto Warburg und seiner Schule aufbauend, haben sie als erste auf die 
Bedeutung der Bestimmung der Aldolase-Aktivitat im Serum fiir diagnos- 
tische Fragen hingewiesen. Bruns war es dann, der die Méglichkeiten 
erkannte, die sich aus dem Aldolase-Test fiir die Friherkennung der 
Hepatitis, und damit fiir die Ikterusdifferentialdiagnostik ergaben. Damit 
war der erste wesentliche Schritt zu der heute bereits nicht mehr aus det 
Klinik wegzudenkenden “ Enzymatischen Diagnostik” getan! Bis dahin 
waren im Krankenhauslaboratorium an sog. “ Ferment-Tests”’ doch 
lediglich die schon seit langem bewahrte Bestimmung der alkalischen und 
sauren Phosphatasen, der Diastase und héchstens vielleicht noch die der 
Cholinesterase bekannt gewesen. Den grundlegenden Untersuchungen 
von Wrdéblewski, LaDue und Karmen verdanken wir die fiir die Friih- 
diagnostik des Herzinfarktes sowie von Erkrankungen der Leber, besonders 


aber fiir deren Verlaufskontrolle und Therapieiiberwachung so wichtigen 


Transaminasen-Tests (Aktivitats-Bestimmune der Glutamat—Oxalacetat 
und der Glutamat—Pyruvat-Transaminase), die heute allgemein unter det 
Bezeichnung “‘ SGOT-” und “ SGPT-Test ”’ laufen. 

Wie Sie wissen, wurde von diesen amerikanischen Autoren gezeigt, daB 
es beim Herzinfarkt zu einem starken Anstieg der GOT-Aktivitat im Serum 
kommt, was auf einen Austritt des Enzyms aus geschadigten Herzmuskel- 
zellen zuriickgefihrt wird. Der GOT-Test ist heute die klassische 
Laboratoriumsmethode fiir die Friiherkennung des Myokardinfarktes und 
stellt damit ein fiir die Klinik unentbehrliches differentialdiagnostisches 
Hilfsmittel dar. 

Neben der GOT wurde eine ganze Reihe anderer Enzyme auf ihre 
Eignung fiir einen Herzinfarkt-Test untersucht. Dabei richtete sich das 
Interesse besonders auf die Enzyme des glykolytischen Kohlenhydrat- 
Stoffwechsels, wie Lactatdehydrogenase (LDH), Malatdehydrogenase 
MDH) und die zuvor schon kurz erwahnte Aldolase (ALD). Auf Grund 
des ubiquitaren Vorkommens dieser Enzyme in nahezu allen Organen des 
Koérpers war zu erwarten, da sie auch bei akuten Schadigungen der 
Herzmuskelzellen vermehrt im Serum auftreten wiirden, was auch tat- 
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ine Erhéhung der Aktivitat dieser Enzyme 
haus auch im Serum vorhanden sein kann, wenn kein Herzinfarkt 


und wenn keine Leberparenchym adigung bestehen. So kénnen z.B. 


rgipt Sl daB « 
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Auf Einzelheiten der Test-Methode kann hier nicht eingegangen werden. 
Der Reaktionsablauf sei nur kurz erwahnt. 

Im Sinne des sog. “ zusammengesetzten optischen Tests” wird die 
Spaltungsreaktion: 


H,C—O—PO,H, H,C—O—PO,H, 


POH, 


{) 
DPNH+H? 
H,C—OH 


mit einer “ Indikatorreaktion”’ gekoppelt. Das bei der Spaltung des 


F-1-P entstandene Dioxyacetonphosphat (DAP) wird unter katalytischer 
Mitwirkung des Baranowski-Enzyms, a-Glycerophosphatdehydrogenase 
GDH) in Anwesenheit von DPNH als Wasserstoffdonator zu a-Glycero- 
phosphat reduziert. Gemessen wird die Extinktionsabnahme von DPNH 
im Photometer bei 366 mu 

Das von Holzer, Haan und Schneider 1955 beschriebene Enzym Sorbit- 
dehydrogenase (SDH) kommt ebenfalls nahezu nur in der Leber vor. Mit 
einem um eine GréBenordnung geringeren SDH-Gehalt folgt dann an erster 
Stelle die Nierenrinde; schlieBlich sind noch Lunge, Magenschleimhaut und 
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PFA und SDH, muB man sich allerdings dariiber immer im klaren sein, daB 
die fiir die akute Hepatitis charakteristischen Enzymanstiege doch ein recht 
fliichtiges Symptom darstellen: Nach Ablauf der ersten Woche sind die 
Enzymaktivitaten im Serum haufig bereits wieder normal, auch wenn das 
Krankheitsgeschehen in seinem eigentlichen klinischen Erscheinungsbild 
noch voll ausgepragt ist: deutliche LebervergréBerung, positiver Ausfall der 
Labilitatsproben, Urobilinogenurie usw. Dies wird verstandlich, wenn 
man sich daran erinnert, daB die Enzyme nur bei akuten Schadigungen der 
sie beherbergenden Zellaggregate vermehrt ins Serum iibertreten. Findet 


die dieses bewirkende Alteration nicht oder nicht mehr statt, so sind auch 


a BSS FE LEE 2 eS 


mfermentaktivitat | epatitis epidemica (nach Forster 


keine erhéhten Enzymaktivitaten im Serum zu erwarten! Uber die 
Mechanismen, die fiir das Zustandekommen der Aktivitatsanstiege von 
Enzymen im Serum verantwortlich zu machen sind, wei man heute 
eigentlich noch sehr wenig. Es wiirde zu weit fiihren, hier auf die ver- 
schiedenen Mdglichkeiten einzugehen, die in diesem Zusammemhang schon 
erortert worden sind. 

Wenn Gerlach von einer gewissen Korrelation zwischen der Héhe des 
Anstieges der SDH-Aktivitat und der Schwere der Schadigung des Leber- 


paren hyms vor allem im Anfangsstadium det Hepatitis spricht, so darf 


daneben nicht iibersehen werden, daB ein wesentlich wichtigeres Kriterium 
doch mit der Beobachtung des Riickganges der erhéhten Werte innerhalb 
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hervor, da man an Hand der Aktivitatsschwankungen im Serum den 
schubweisen Ablauf des rezidivierend aufflackernden, also noch floriden 
Prozesses verfolgen kénne. Da gerade hier die klinischen Zeichen oft im 
Stich lassen und man die Leber auch nicht standig punktieren kann, 
erscheint die Méglichkeit dieser “‘ Enzymbiopsie ’’—wie sie Wrdblewski 
einmal genannt hat—in diesem Falle besonders wertvoll. 

Interessant ist noch, daB die erhéhten Enzymaktivitaten bei Hepatitis 
unter der Behandlung mit Corticosteroiden erstaunlich rasch abfallen. 
Man kann dies als Zeichen eines echten Therapicerfolges werten, zumal es 
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Hepatitis epidemica mit Rezidiv nach 2 Monaten (nach Forster 


bei offensichtlicher Unterdosierung oder einem zu raschen Absetzen von 
z.B. Prednisolon zu sehr hartnackigen Wiederanstiegen der Aktivitaten als 
Zeichen eines Rezidivs zu kommen pflegt. Wie auch immer diese Erschein- 
ung zu erklaren sein mag—daB eine akute Schadigung des Leberparenchyms 
in einer so kurzen Zeitspanne vdllig abklingen, d.h. ein normalisiertes 
histologisches Substrat zeigen soll, ist jedenfalls schwer vorstellbar. 

Die SDH- und PFA-Aktivitat wird bei der stationar-chronischen Hepatitis 
im allgemeinen nur ganz geringgradig erhéht oder normal gefunden. 
SDH-Werte zwischen | 
schen Hepatitis das Maximum dar; mit dem PFA-Test fand er nur Aktivi- 
taten unter bzw. bis | E/ml. Nach Brecht u.M., sowie Holzer soll die PFA 


5 bis 3.5 E/m stellen hach Siidhof bei der chroni- 
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Die Unterscheidungsmdglichkeit zwischen der nicht floriden chronischen 
Hepatitis von der stationaren Cirrhose mit Hilfe von Enzymaktivitats-Tests 
wird von den meisten Autoren erwartungsgem4B verneint. Dystrophische 
Schiibe bei Cirrhose behaupten Schén und Wiist allerdings von denen bei 
chronischer Hepatitis dadurch abgrenzen zu kénnen, daB die SDH-Anstiege 
bei den Cirrhosen deutlich geringfiigiger seien: der bei Morbus Laenne: 
beobachtete SDH-Héchstwert betrug beispielsweise 20 E/ml. Als Erklarung 
hierfiir wird von den Autoren auf den Schwund des enzymreichen Leber- 
parenchyms verwiesen und postuliert, daB SDH-Werte im Serum von 20 
E/ml und dariiber gegen die Existenz einer voll ausgebildeten Cirrhose 


| 
sprechen. 


r f uv ti fle Hepat Sé 
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wenigen Ausnahmen abgesehen (z.B. Hammond u.M.) heute vollig isoliert 
da. Es ist klar, daB bei einem derart wichtigen Indikationsgebiet, wie es die 
Pankreasdiagnostik darstellt, diese ihre These zahlreiche Nachuntersucher 
auf den Plan gerufen hat. Diese kommen in seltener Einmiitigkeit zu dem 
teilweise recht temperamentvoll vorgetragenen Ergebnis, daB der LAP-Test 
gleichgiiltig, ob im Urin oder Serum durchgefiihrt—absolut unbrauchbar, 
d.h. von keinerlei Nutzen fiir die Erkennung von Pankreasmalignomen sei. 
Die von Rutenburg u.M. 1958 aufgestellte These “assays of leucine 
aminopeptidase are especially definitive when normal in ruling out cancer 
of the head of the pancreas”’ kann somit heute als widerlegt angesehen 
werden. 

Es wiirde hier zu weit fiihren, auf die Untersuchungen der einzelnen 
Autoren naher einzugehen. Allein schon die auBergewéhnlich groBe Zahl 
der mitgeteilten Beobachtungen l4Bt aber keinerlei Zweifel an der Rich- 


tigkeit des negativen Ergebnisses, zu dem die verschiedenen Autoren bei 


der Uberpriifung der Angaben von Rutenburg und Goldbarg gekommen 


sind. 
Uber die Bedeutung des LAP-Tests l4Bt sich nach Durchsicht der bereits 
recht umfangreichen Literatur zusammenfassend folgendes sagen 


Erkrankun 


9 
der Gallenwege ohne 
VerschiuB 


Krebserkrankungen 


onne Metastaser 


r LAP im Serum be hiedenen Erkrankungen (nach Nikkila et al 


Geht man davon aus, daB weit hGhere LAP-Konzentrationen als im Leber- 
parenchym tatsachlich in den Gallengangsepithelien gefunden werden 
Rutenburg u.M.: René und Mellinkoff; Bressler u.M.), so wird es verstand- 
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LEUCOCYTE METABOLISM IN HEALTH 
AND DISEASE 


R. VERCAUTEREN 


Cent 


INTRODUCTION 


A direct enzymic study of cellular metabolism in man is greatly hindered 
by the danger and difficulties encountered in collectin ssue samples by 
biopsy. However, peripheral leucox ytes can be ob ne pei lly without 
much trouble, and, in this way, a close study of cellular metabolism during 
Various diseases ol during their tre itment is now 
Blood leucocytes originate from many different sour nd have specialized 
functions Several methods have been proposed for the separation of 
different ll types. We found, from our | onal experience, that this 


} 


: . = 
could be ac! ieved also b densit' -gradient centrifugation of bloos 


in sucrose Phi 1 conjunction with microscopical-—cytochemical 


permits a further refinement in metaboli 


tnemseives 


and mat 


the remark 
metabolism 
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ALKALINE PHOSPHATASE IN LEUCOCYTE METABOLISM 


Hormonal influences on enzyme activity 


npile illustrating the actual technical possibilities is given 
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nzyme is localized ji te cytopla m 


According to Cohn and 
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luring phag S. onn ion we should mention 


ii 
of Hiraki et al.*® wi l ultures of human peripheral 


patterns 
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LEUCOCYTE METABOLISM IN MAPLE-SYRUP 
URINE DISEASE 


liagnosis of maple-syrup disease 
tabolism of leucine, isoleucine and valine by 
; : 


lracer st ies revealed that the leucocytes 


> Ine 


-keto-acids arising 


LUPUS ERYTHEMATOSUS 


ne use < "uUcoOcytes 1n diagnosis 1S the study ol the 
systemic lupus erythematosus. Carrera 

hicken and horse granulocytes are most 

his lupusery thematosus phenomenon. Kurnick ef al.'*. ™ 
he intracellular DNAase and the DNAase-inhibitor parti i- 
polymerization of DNA which characterizes the lupus erythe- 
nomenon Che derangement « 1e¢ intracellular DNAase 


ystem 1s not primary 1 ; It can be induced in 
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normal leucocytes, the use of which highly increases the sensitivity of diagnosis. 

The determination of the redox activity of leucocytes has also been pro- 
posed as an early diagnostic aid in systemic lupus erythematosus’. De- 
pressed redox activity was found in all 14 cases of known systemic lupus 
erythematosus, and in 8 additional patients with systemi lupus erythe- 


matosus prior to definite diagnosis 


CONCLUDING REMARKS 


We hope that these few examples have proved the usefulness of metabolic 


studies on peripheral leucocytes as a diagnostic aid. However, a few points 


rne in mind Many metabolic studies have been performed on 
may differ appreciably from normal circulating 
poor handling and the use of unsuitable media may 


‘mn consumpuon 


is still a broad field for both 





DIE THEORETISCHEN GRUNDLAGEN DES 
OPTISCHEN TESTS NACH O. WARBURG 


er-Soehne GMBH., Mannlu n-Waldhof, 
Deutsche Bundesrepublih 


Eine charakteristische Eigenschaft der Enzyme ist deren Substrat- und 


n 
Wirku Der Katalysator Enzym arbeitet nach einem Auswahl- 


prinzip n ntscheidet’’, welche Substrate umgesetzt werden. und 

lc] zahlreichen thermodynamisch méglichen Umwandlungen des 
Substrats ablauft. Diese spezinst hen Eige nschaften der Enzyme bieten sich 
direkt als analytisches Hilfsmittel an, und es ist daher 


he 


| | 
nicnt verwunderli n. 
daB man schon in den Anfangen der Enzymchemie den Wert d 
tischen Analyse erkannte. 


Ein Beispiel ll veranschaulichen, wie 


; 
Ail vw 


nan mit Hilfe der spezifischen 


Enzyme in einem Gemisch chemisch sehr nahe verwandter Substanzen jede 


Substanz quantitativ ohne zeitraubende Trennungs-Verfahren 
analysieren kann. Nehmen wir an, ein Gemisch drei verschiedene1 
Ketosduren vorliegen zu haben srenztraubensaure 


a-Ketoglutarsdure. 


Die chemische Analyse dieser dreiSauren kannz.B.sodurchgefiihrt werden, 


dab man die Sduren mit dem Carbonyl-Reagenz Phenylhydrazin umsetzt. 


Oxalessigsaure und 


die Hydrazone sorefaltig isoliert, fraktioniert kristallisiert, schlieBlich durch 
den Schmelzpunkt identifiziert und ihre Menge durch Wagung bestimmt. 
Diese Arbeitsweise ordet ehr viel Zeit und biret manche Fehlerquelle: 


Ih Sit 


Viel eleganter, schnell 1 sicherer, und vor allen Dingen spezifische: 


it einer enzymatiscne Analysenmethode 
Ketosauren stehen wasserstoffiibertragende 
Z\ ; J } wirksame Gruppe Diphospho-pyridin- 
nucleotid enthalten 1¢€ hydrogenase (LDH), die Malat-Dehydro- 
genase (MDH) und die Glutamat-Dehydrogenase (GLDH). 
Jedes der genannten Enzyme ist nur spezifisch fiir sein Substrat: LDH fi 
Brenztraubensaure, MDH fiir OxalessigsAure und GLDH fin 
glutarsaure. 


a-Keto- 


In einer Photometer-Kiivette bestimmt man mit Hilfe dieser Enzyme in 

enigen Minuten die drei Ketosauren. 

Die enzymkatalysierten Reaktionen sind, wie alle chemischen Reak- 
tionen, Gleichgewichtsreaktionen, d.h., die eben erwahnten Dehydrogenasen 
vermoégen die Hydrierungs-, sowie die umgekehrte Reaktion, die Dehy- 
drierungsreaktion zu katalysieren. Die Namen der genannten Dehydro- 
genasen wurden also von den umgekehrten Reaktionen, den Dehydrierungs- 
reaktionen, abgeleitet Z.B. Lactat-Dehydrogenase von der Fahigkeit, 
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yn DPN ! DPNH 


ur den ablaufenden Dehydrierungs- und Hydrierungs- 
is sei die Dehydrierung der MilchsAure mit DPN* bei Gegen- 
Enzyms LDH angefiihrt 


mesomeren Form, die die positive Ladung in 
der auf den Pyridinring iibertragen wird, 
ls Hydrid-Ion, an. Die 


rifisch. worauf aber nicht ndahe 


ts bildet das Lambert 


ichtstrahls; / Lichtintensitat des 


molarer Extinktionskoeffizient: « Kon- 
Schichtdicke. ] 
Gesetz 


ntration des absorbierenden Stoffes ist. Jede 


pesagt, daB die gemessene Extinktion 


h erhalt, daB man die gemessene Extinktion 
Konzentration auftragt, ist eine Gerade. Voraus- 


ing 


Licht arbeitet. 


des Lambert—Beer’schen Gesetzes ist, da man 
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Im Abb. 2 sehen Sie die graphische Darstellung eines Versuc hsprotokoll 


ner Substratbestimmung im Serum, z.B. der Brenztraubensauré Be 


der praktischen Durchfiihrung dieses Tests mu zundchst das Serum entei 


weibt werden, damit die serumeigene Lactat-Dehvdrogenase zerstért w 


Nach Zusatz von DPNH kann die Brenztraubensadure des Serums nun nicht 
mehr hydriert werden, weil eben das spezifische Enzym LDH fehlt. Durch 


Zugabe eines Uberschusses von LDH wird die Reaktion gestartet. Jetzt 
reagiert die jrenztraubensaure mit dem IPNH zu Milchsaure und das 
DPNH wird zu DPN+ dehydriert. Die DPNH-Absorption nimmt im 
fleichen Verhadltnis al wie Brenztraubensdiure vorgelegen hat. Die 

aktion steht nach wen Minuten un wird d resamte Extinktion- 


’ 
Mcrung gemessen 


Endwert-B« 
ht immer! 


ene! 


ryms Alkoho! i Diese 

teaktion li det izymatischen Alkohol timmu! ADH- 
Methode, zugrunde Dehydrierungs tion wu DPN+ zu 
DPNH hydriert, und man mibt die Zunahme an DPNH. d proportional 
vmaktivitats- 

DPNH-Uberschu8 mit den rumeigenen Substraten abre- 


lic LDH-Reaktion mit der in um vorhandenen Brenz- 


nicl summen wollen, lassen wir diese nach 


det 16d. 3 an dem Extinktionsab- 
Nachdem die Reaktion steht. startet 
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isammengesetzten optischen Tests labt 


mmung von Enzymaktivitaten anwenden. 


der SGOT-Te nag d ranschaulichen 


DPNH da ibstrat d nd tol nzyn ilat hvdrogenase. 
Bei der prak hen rchfiihrur ines Icher isamn resetzten ‘Tests 
t I ndikator- 


1 messenden 


Reak 
Reak lransamuinase 
1, wenn praktisch 
sich mit DPNH 
hen Augenblick der Entstehung von Oxalessig- 


lie DPNH-Konzentration und damit 


tration sehr klein, 
Wenn man die * 
1. dies nur dadurch erreichen, 
ymserhékt. Denn bei 
h digkeit 
ion inn diese Uberlegungen 
1d Menten aufgestellten Postulate iiber die 


vei dem Zerfall eines 
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ACTIVITE DE LA TRIOSEPHOSPHATE- 
ISOMERASE ET DE LA PHOSPHOGLYCERATE- 
KINASE DANS LES SERUMS HUMAINS 
NORMAUX ET PATHOLOGIQUES 


M. VAN RyYMENANT et J. 


triosephosphateisomeérase est l’enzyme glycolytique qui transiorme 


trl 
I I 
} phosphogly« éraldehyde. ce 
, 


dernier triose continuant seul les réactions de la glycolyse. Par une méthode 


reversiblement la phosphodioxyacetone en 


y 


spectrophotometrique, nous avons dosé cette enzyme dans le sérum humain 


et établi que les valeurs normales s’échelonnent de 6,6 4 25,0 unités avec une 


valeur moyenne de 14. L’unité d’activité enzymatique est la umdle de 


substrat détruite par ml de sérum par heure a 25 L’enzyme a ¢ 


te 
mesurée chez 108 patients atteints d’affections diverses mais principalement 
de cancer, généralisé ou localisé, et d’affections hépatiques. En cas de 


cancer généralisé, un taux d’activité supérieur a 50 unités suggére fortement 


7 
la présence de métastases hépatiques. En cas de cirrhose, l’activité peut 


atteindre 100 unités, mais est généralement d’environ 50 unités. En cas 
d’he patite, les valeurs s’échelonnent de 50 a 200 unités. Dans les quelques 
cas d’obstruction biliaire de courte durée que nous avons étudiés, les valeurs 
furent normales. Les malades atteints de leucémie aigué presentent 
également de S activites seriques r le vees. 

La phosphoglycératekinase est l’enzyme qui catalyse la transformation 
d’acide diphosphoglycérique en acide 3-phosphoglycérique. Nous avons 
également dosé cette enzyme dans le sérum humain par une méthode 
spectrophotometrique, et établi que les valeurs normales s’étendent de 


1 007 a 2483 unités avec une moyenne de | 520 unités. L’unité choisie 


étant la mumdle de substrat détruite par heure par n * sérum a 25 
Nous avons fait 173 déterminations de cette enzyme dans le sérum de 99 
patients, atteint généralement soit de maladie néoplasique, soit de maladie 
hépatique. En cas de cancer localisé, toutes les valeurs obtenues furent 
normales. En cas de cancer généralisé, les valeurs sont normales ou 
élevées, toutefois une élévation d’activité de plus de 5000 unités doit 
faire suspecter une métastase hépatique. L’enzyme est également élevée 
en cas d’hépatite ou de cirrhose, mais dépasse rarement 5 000 unités. 

Pour comparer les renseignements donnés par différentes enzymes, nous 
avons dosé, outre la triosephosphateisomeérase et la phosphoglycératekinase, 
la transaminase glutamique—oxaloacétique, la transaminase glutamique 
pyruvique, la déhydrogénase lactique, l’aldolase et la déhydrogénase iso- 


citrique dans 17 cas de cirrhose, 12 cas d’hépatite et 17 cas de métastases 
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ACTIVITE DE LA DEHYDROGENASE 
ISOCITRIQUE DANS LE LIQUIDE CEPHALO- 
RACHIDIEN NORMAL ET PATHOLOGIQUE 
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ETUDE DE LA DESIODASE TISSULAIRE 
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THE DETERMINATION OF MONOAMINE 
OXIDASE ACTIVITY 
H. Sorp 
Biochemische Afdelin 


g, Research Laboratorium Dr C. Janssen, 


Beerse " Be / / 


DEFINITION OF AMINE OXIDASES 


According to Zeller'.*, the oxidative deamination of amines consists in 
the substitution of carbonyl groups for aliphatic amino groups. The 
enzymes which catalyse this oxidative deamination are usually called amine 


oxidases or dehydrogenases. 


The amine oxidases are divided in two main groups: the first group 
consisting of those which attack a-methylamines (e.g. amphetamine), and the 


second group ol those which do not do so. 


['wo categories are distinguishable in the second group: those enzymes 


which are inhibited in the presence of 10°° m semicarbazide, and those 


which are not. The monoamine oxidases belong to this last group of 
** 10° m semicarbazide resistant oxidases ”’ 


rhe different groups of amine 
oxidases are listed in Table /. 








ACTION OF AMINE OXIDASES 


Primary and secondary as well as tertiary amines (e.g. hordenine) are 


attacked! Most enzymes belonging to this group have a pH maximum 
near 7-4. At this pH only small 


amounts of the substrate are found in the 
form of free base; the substrate can, therefore, be represented as being in 
ionic form [he over-all reaction may be represented by the following 
equation 





SORP 


» RCH:N*R 
RCHO N 


HO 


RCHO 
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DETERMINATION OF AMINE OXIDASE ACTIVITY 


Disappearance of substrate, RCH,N~ HR’R 





DETERMINATION OF MONOAMINE OXIDASE ACTIVITY 


bases can be extracted from tissues and determined colorimetrically 
methyl orange reaction. The use of tyramine!**™ or serotonin! -!? 
substrate permits the most specific determinations. 

Spectrophotometric method—A very interesting method has been described by 
Weissbach'*. Kynuramine, a specific substrate of MAO, shows a charac- 
teristic ultra-violet light absorption spectrum with a maximum at 560 mu. 


The enzymatic deamination produces an aldehyde which, through intra- 
molecular (non-enzymatic) condensation, leads to the formation of a 
quinoline derivative which shows no absorption at 366 mu (Scheme /). 


Both of the reaction produ ts shown in Scheme l be formed: however, 


I 


intramolecular non-enzymatic condensation of the amino-aldehyde proved 


to be faster than the further oxidation of the aldel 








We 
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Dsorption as a function 
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to our experiments, this meth 
measurement of MAO 


iInations. 


recently described another, similar method 


amino-at id oxidase. 
As a result of the development of a ne 


e measurements, new spt aeterminations ol 


nes have been describe d?!, Che determinations are very sensitive 


some hundredths of a microgram can be accurately determined. Methods 

have been ril for serotonin?*,*5, yptamine**, adrenalin and nor- 
histamine (diamine oxidase activity)?’ and others. ‘The 

fluorimetric determination should be adaptable f the determination 


i , 


MAO activity at the microlevel, ¢.g. on | 1g brain tissue. 


Oxygen uptake 
Accord ng to u “XI l “Tits conduc ted 
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DETERMINATION OF MONOAMINE OXIDASE ACTIVITY 


methods. A minimum amount of 25 umol of substrate is generall 


whereas 0-5 umol is sufficient for the ammonia determination. 


Hydrogen peroxide 


Zeller takes the oxidation of indigo disulphonate by the peroxide formed 


as the standard for enzymati activity”’’, The decoloration of 


disulphonate is, however, also catalysed by diamine oxidase, amino-acid 


oxidase, and choline oxidase: the method is not very specihe therefore 

Che substitution of tetrazolium salts for oxygen as hydrogen acceptor 
produces intensely-coloured formazans**, ver, when no oxygen is 
present, reduction is almost as rapid in the absence as in the presence of 


substrate, and, therefore, the reduction 


determinations 


Formation of aldehyde, RCHO 


le formed 


Ammonia or a lower alkylamine 


Che majori 
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Determination using tryptamine as substrate: disappearance of sub- 
strate and formation of ammonia 
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DOSAGE DE L’ACIDE L-LACTIQUE PAR VOIE 
ENZYMATIQUE DANS LE SANG DE LA VEINE 
OMBILICALE 
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DOSAGE DE L’ACIDE LACTIQUE DANS LE SANG OMBILICAI 


Ces deux conditions sont réalisées dans la technique décrite par Horn et 


] ] 


Bruns" en portant le pH a 10,5 au moyen d’un tampon au glycocolle, et par 


l’adjonction d’une grande quantité de semicarbazide qui fonctionne comme 
capteur du pyruvate formé par déhydrogénation du lactate. C’est cette 
tex hnique qu nous avons suivie. 

La formation de NADH est stoechiomeétrique ; on peut donc aisément 
calculer 4 partir du NADH formé, la quantité d’acide L-lactique présente 
dans le mélange réactionnel. 

Nous avons proceéde comn it. Immeédiaten é clampage du 
ordon ombilical, 10 ml de sang sont prélevés a ‘ringue dans la veine 
ymbilicale et immédiatement me langés a une quan 4 d’ar ide per- 

éfrigérée 46 pour cent. Le prélévement et !a détermination furent 
haque ois faits en double, sauf dans les rares cas 
tait insuffisante. Les échantillons furent g 


ndéans les 24 h aprés le prélévement. 


déroulement normal de la réact 


du LDH (Boehrin 
British Drug House 
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\CIDI OMBILICAI 
; , 
ettement la q le sang de la veine 
Dans la séri pathologique ce sont les interventions et k s complications qui 
perinatale rues qui s’'accom- 
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lu lactate sanguin foetal. 


entrainent une mortalité ou une morbidité ct 
pagnent d’une élévation parfois trés importante ¢ 

Le cas des grossesses gt mellaires est parti uliéremet 
i mortalité est légérement superieure chez le second jumeau. 


| 
ionstratif. II est 


e de la mortalité périna- 
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établi ( 
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